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Depuis l'émergence récente de l'éco-immunologie, une question majeure a été soulevée: 
pourquoi malgré une évolution des systèmes immunitaires de plus en plus complexe, les hôtes 
sont encore sensibles aux infections? Les études en écologie évolutive s'intéressent de plus en 
plus aux causes de la variation dans les réponses immunitaires chez les populations sauvages 
dans le but de répondre à cette question. Mon projet de doctorat s'attèle à la compréhension 
des causes de la variation d'une fonction de système immunitaire inné chez une population 
sauvage d'Hirondelle bicolore (Tachycineta bicolor), un passereau migrateur qui niche au Sud 
du Québec, Canada. 
 
Dans un premier temps (Chapitre 2), j'ai déterminé l'effet de l'intensification agricole, un 
facteur d'hétérogénéité environnementale lié aux modifications anthropiques, sur la capacité 
bactéricide du plasma contre E. coli chez les adultes d'Hirondelle bicolore. J'avais prédis que 
l'intensification agricole aurait un effet négatif sur cette fonction immunitaire par le manque de 
ressources alimentaires dans les milieux intensifs. Toutefois, l'intensification agricole avait un 
effet positif sur la capacité bactéricide, ce qui pourrait s'expliquer par une différence 
d'exposition des pathogènes selon le niveau d'intensification agricole. De plus, cette fonction 
immunitaire déclinait sur les six années étudiées de 2010 à 2015. En comparant avec la 
capacité bactéricide du plasma contre S. aureus, l'effet de l'intensification ne suivait pas la 
même tendance et avait un léger effet négatif (Chapitre 2, annexe A1). 
 
Dans un deuxième temps, je me suis intéressée aux effets génétiques sur la variation de la 
capacité bactéricide. Pour ce faire, j'ai utilisé six gènes de β­défensine, des gènes codant pour 
différents peptides de β­défensine impliqués dans la réponse immunitaire innée. J'ai d'abord 




quantifier la variation génétique de ces gènes, mais aussi évaluer comment cette variabilité est 
distribuée dans le paysage (Chapitre 3). Bien que les gènes de β­défensine soient variables 
sous plusieurs formes, j'ai choisi de caractériser la variation génétique en utilisant le 
polymorphisme des nucléotides simples (en anglais Single Nucleotide Polymorphism, SNP). 
Les résultats indiquaient une variation importante des gènes de β­défensine, au même titre que 
le niveau de variation trouvée chez la Mésange charbonnière (Parus major). De plus, la 
variation génétique était distribuée de façon homogène à travers le paysage, contrairement à 
d'autres gènes dans ce système d'étude qui ont montré une distribution hétérogène. 
 
Finalement, j'ai évalué si la variation des gènes de β­défensine était associée à la capacité 
bactéricide des adultes (Chapitre 4). J'ai aussi testé les différentes associations entre variation 
génétique et succès reproducteur, mesuré comme la proportion d'oisillons envolés par rapport 
à la taille de la couvée. Les analyses montrent qu'il n'y avait pas d'associations entre la 
variation des gènes de β­défensine et la capacité bactéricide. J'ai aussi montré une association 
positive entre la capacité bactéricide des adultes et la proportion d'oisillons envolés pour les 
deux années d'études, ce qui pourrait suggérer qu'il n'y a pas de compromis énergétique entre 
cette fonction immunitaire innée et l'effort de reproduction. 
 
Mes recherches de doctorat contribuent à comprendre les causes de la variation d'une fonction 
immunitaire spécifique en s'intéressant aux effets de facteurs environnementaux sur la capacité 
bactéricide contre différentes souches bactériennes. Mes travaux représentent aussi une 
première tentative de lier la variation des gènes de β­défensine avec une fonction immunitaire , 
mais aussi avec des traits de succès reproducteurs, et ouvrent la voie à l’étude des effets des 
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La majorité des organismes doit faire face à des menaces de parasitisme et d'infections 
pathogéniques. En écologie, le parasite est souvent défini comme un organisme vivant 
sur/dans un hôte duquel il dérive sa nourriture et autres besoins, ce qui va générer des effets 
négatifs sur l'hôte (Clayton et Moore, 1997). On observe ainsi diverses adaptations chez l'hôte 
pour lutter contre cette menace qui pourrait mettre en péril sa survie. Dans un premier temps, 
l'hôte peut adopter un comportement pour réduire ou limiter sa prise de contact avec un 
parasite (Moore, 2002). De plus, des barrières mécaniques, telles que la peau ou l'acidité de 
l'estomac, sont des élements physiques qui préviennent l'invasion des parasites. Mais une fois 
qu'un parasite a passé les premières barrières physiques de l'hôte, d'autres défenses peuvent 
être mobilisées. Des mécanismes physiologiques se mettent en place pour limiter ou stopper 
une infection potentielle (Beck et Habicht, 1996). Ces mécanismes font partie de ce qu'on 
appelle le système immunitaire. De manière générale, le système immunitaire a deux fonctions 
principales : premièrement de distinguer le soi du non-soi, c'est-à-dire entre les cellules de 
l'hôte et les cellules pathogéniques (d'origine bactérienne ou cancéreuse, par exemple) et 
deuxièmement de détruire ou de limiter l'invasion des pathogènes (Beck et Habicht, 1996). 
Le système immunitaire peut être classé en deux catégories basées sur le mode d'action: un 
système immunitaire inné, dont les réactions face aux pathogènes seront toujours de même 
intensité, que l'on observe chez les espèces invertébrées, et le système immunitaire acquis qui 
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possède ce que l'on appelle une mémoire, et qui à la suite d'un deuxième contact avec le même 
pathogène pourra développer une capacité de destruction plus forte et plus rapide, ce que l'on 
observe chez les espèces vertébrées à mâchoires (Gnathostomata) (Cooper & Herrin 2010). 
Mais le système immunitaire peut aussi être classé en deux catégories basées sur les 
composantes utilisées: les réponses immunitaires basées sur les composantes humorales 
comme le sang et la lymphe, et les réponses immunitaires cellulaires. Ces classifications ne 
sont toutefois que peu représentatives de la réalité: les réponses immunitaires sont une 
combinaison de plusieurs de ces composants (Schmid-Hempel 2011). 
L'un des principaux buts de l'immunologie moderne est d'identifier les différents mécanismes 
permettant la destruction et la limitation de l'invasion pathogénique, ainsi que la façon dont 
ces mécanismes diffèrent entre les espèces (Martin et al., 2011). Ces approches nous ont 
apporté des connaissances utiles en sciences de la santé (Sadd et Schmid-Hempel, 2009). Les 
études sur les mécanismes immunitaires demandent des expériences en conditions contrôlées, 
afin de limiter les variations dues à des différences génétiques entre les individus ou des 
expositions à des environnements différents. En réduisant ces variations, ces approches 
limitent notre compréhension de l'immunité d'un point de vue plus global dans un contexte 
écologique. Par exemple, ces approches ne nous permettent pas d'expliquer pourquoi, malgré 
une évolution vers une complexification du système immunitaire, les hôtes peuvent encore 
être sensibles à des infections (Levin et Antia, 2001). Cette question peut être étudiée en 
intégrant les effets des facteurs écologiques sur l'étude de l'évolution du système immunitaire 
dans un contexte de coévolution entre hôtes et pathogènes, ce qui constitue le but de 
l'immunologie écologique, ou éco-immunologie (Schulenburg et al., 2009). 
L'éco-immunologie est un champ de recherche intégratif relativement jeune dont l'émergence 
date des années 90 (Martin et al., 2011). Dans ce domaine, on cherche à expliquer comment et 
pourquoi les facteurs biotiques et abiotiques causent une variation dans les réponses 
immunitaires et les conséquences de cette variation sur l'évolution du système immunitaire 
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(Schulenburg et al., 2009). Ainsi, l'éco-immunologie s'intéresse aux facteurs qui causent cette 
variation : par exemple, les caractéristiques des environnements auxquels sont exposés les 
hôtes (Matson, 2006), l'époque de l'année (Martin et al., 2008) ou les différentes stratégies 
d'histoires de vie (Love et al., 2008). Ces facteurs soulignent les interactions entre le système 
immunitaire et le système neuroendocrinien (Demas et al., 2011), en étudiant les effets de 
différents aspects de la physiologie de reproduction (Nunn et al., 2009; Evans et al., 2015), 
ainsi que du comportement social (Wilson et al., 2002), sur les réponses immunitaires. 
L'éco-immunologie a aussi des implications dans d'autres domaines de recherche. En 
épidémiologie, l'éco-immunologie aide à comprendre les facteurs qui génèrent des épidémies 
en mettant en perspective l'histoire évolutive et l'écologie, ce qui touche notamment la santé 
humaine et donc la médecine. Par exemple, les études sur la coévolution entre les moustiques 
et le parasite Plasmodium peuvent aider à contrôler la malaria chez les humains (Tripet et al., 
2008). Dans un domaine bien différent, celui de la conservation des espèces en danger de 
disparition, l'éco-immunologie met l'accent sur les conséquences des perturbations 
anthropiques qui affectent les réponses immunitaires. Par exemple, l'activité touristique 
(French et al., 2010), l'augmentation de la température des océans due aux changements 
climatiques (Bruno et al., 2007) ou la pollution (Dunier et Siwicki, 1993) peuvent affecter de 
façon négative les réponses immunitaires et donc modifier les interactions hôtes-parasites.La 
variation dans les réponses immunitaires, autant entre différentes espèces, qu'entre différentes 
populations ou individus, s'est révélée plus importante que ce que nous laissait entrevoir 
l'immunologie moderne (Brock et al., 2014). Cette constatation a été rendue possible grâce à 
une adaptation des techniques de mesures des réponses immunitaires dans un contexte où les 
hôtes sont des animaux sauvages, apportant un lot de contraintes plus important que des hôtes 
élevés en conditions contrôlées (Boughton et al., 2011). Ainsi, une grande diversité d'espèces 
peut maintenant être étudiée en dehors des organismes modèles (Pedersen et Babayan, 2011). 
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Les coûts de l'immunité 
Survivre, se reproduire ou se protéger contre les pathogènes requiert des ressources en 
quantités suffisantes, dont de l'énergie. Dans un contexte où les ressources sont limitées, les 
organismes font face à un compromis dans leurs allocations entre les différentes fonctions qui 
en requièrent. Ce concept découle de la théorie des traits d'histoire de vie (van Noordwijk et de 
Jong, 1986). Intégrer l'immunité dans ce cadre conduit à se demander si les variations dans les 
réponses immunitaires sont dues à différents compromis dans l'allocation de différentes 
ressources limitantes avec d'autres fonctions de l'organisme (Sheldon et Verhulst, 1996). 
Les coûts associés à l'immunité sont en partie de nature énergétique. Les coûts énergétiques 
seraient causés par la consommation des ressources par les mécanismes physiologiques. Les 
organismes n'investissent pas leurs ressources de la même façon dans l'immunité, ce qui 
explique en partie les variations dans les réponses immunitaires au niveau inter- et intra-
spécifique. Les coûts peuvent se situer au niveau du développement, du maintien et de 
l'utilisation des différentes composantes du système immunitaire (Lochmiller et Deerenberg, 
2000). Par exemple, durant une infection, la production d'une réponse immunitaire peut mener 
à une redistribution des ressources allouées entre des traits d'histoire de vie : chez un 
organisme en plein développement, la croissance peut être réduite pendant que la réponse 
immunitaire est mise en place au moment d'une infection (Lochmiller et Deerenberg, 2000). Il 
est aussi possible que les coûts énergétiques de l'activation d'une réponse immunitaire se 
répercutent sur d'autres types de fonctions immunitaires. Par exemple, une étude chez une 
population de Mésange bleue (Cyanistes caeruleus) a montré que le ratio 
hétérophiles/lymphocytes avant inoculation d'un pathogène inactivé (un vaccin contre 
Brucella abortus) était négativement associé avec la quantité d'anticorps produits après 
inoculation (Krams et al., 2012). L'élévation du ratio hétérophiles/lymphocytes est considérée 
comme un symptôme d'inflammation dont les médiateurs sont les hormones de stress. Cela 
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pourrait suggérer des compromis entre la production d'anticorps impliqués dans les réponses 
adaptatives et les fonctions du système inné. 
Ces coûts en énergie sont difficiles à mesurer directement du fait de la complexité du système 
immunitaire et des nombreuses implications de la mise en place d'une réponse immunitaire sur 
les composantes d'un organisme. C'est pourquoi, bien souvent en écologie, les coûts sont 
mesurés via des traits qu'ils influencent indirectement, tels que la reproduction (Hanssen et al., 
2004). En effet, la reproduction est une pierre angulaire dans la recherche sur la théorie des 
traits d'histoire de vie (Stearns, 1992). Par exemple, la réponse innée d'encapsulation de 
molécules étrangères a été négativement corrélée avec le succès reproducteur chez une espèce 
de libellule japonaise (Matrona basilaris japonica) (Siva-Jothy et al., 1998). Les organismes 
doivent souvent faire des compromis entre reproduction et immunité parce que le système 
immunitaire ne réagit pas comme un système fermé, mais plutôt comme membre d'un trio 
avec le système endocrinien et nerveux où chacun peut interagir avec un autre membre du trio 
(Demas et al., 2011). Par exemple, le stress sous forme d'efforts physiques, d'augmentation de 
température ou de comportements agressifs, réduit la résistance aux maladies chez le criquet 
(Gryllus texensis) (Adamo et Parsons, 2006). 
Il existe d'autres coûts lié à l'utilisation du système immunitaire, allant de coûts physiologiques 
(utilisation de composantes limitantes telles que des protéines), à des coûts d'un système 
immunitaire trop sensible, comme le cas des pathologies auto-immunes. L'auto-immunité est 
un échec du système immunitaire dans l'identification du soi et du non-soi, qui va déclencher 
des réactions inflammatoires contre certaines cellules appartenant à l'organisme. Par exemple, 
chez le ténébrion meunier (Tenebrio molitor), quand le système immunitaire inné est activé 
par une infection pathogénique, la réponse immunitaire peut causer des dommages aux tissus 
de l'hôte (Sadd et Siva-Jothy, 2006). Les organismes auront donc intérêt à ne pas trop investir 
dans le système immunitaire et en limiter la réactivité. Chez la Mésange bleue, ce sont les 
individus avec un niveau intermédiaire dans la réactivité des anticorps qui ont une plus grande 
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probabilité de survie comparé aux individus avec un niveau de réactivité fort ou faible 
(Rarberg et Stjernman, 2003). De plus, les coûts associés à l'immunité peuvent être dus aux 
effets dommageables du stress oxydatif généré lors du déploiement d'une réponse 
immunitaire, notamment par la libération de radicaux libres (Costantini et Møller, 2009 ; 
Hasselquist et Nilsson, 2012). 
Enfin, les coûts associés à l'immunité peuvent aussi apparaître au niveau génétique et 
s'observent dans le cas de conflits entre des traits. Par exemple, s’il y a une covariance 
génétique négative entre l'immunité et la croissance, la sélection positive en faveur d'un trait 
conduira à la diminution de l'autre (Verhulst et al., 1999 ; van der Most et al., 2011). Les 
conflits entre traits s'observent aussi entre les deux sexes d'une espèce, ce que l'on appelle le 
conflit sexuel, et qui est dû a des stratégies de reproduction différentes. Ce conflit a des 
conséquences sur l'investissement de chaque sexe dans l'immunité : un plus grand 
investissement dans l'immunité serait favorisé chez les femelles car il augmenterait la 
longévité et le succès reproducteur, alors que chez les mâles, cet investissement serait moins 
important au profit d'un investissement dans la compétition pour s'accaparer des femelles 
(Nunn et al., 2009). 
Ces multiples coûts modulent les réponses immunitaires et expliquent la variation dans ces 
réponses que l'on observe autant au niveau inter-espèces qu'au niveau intra-espèces. Étudier 
les causes de cette variation est l'un des buts principaux de l'éco-immunologie, car cela nous 
permettrait de mieux comprendre le rôle de l'immunité au sein d'un organisme et les 
conséquences sur sa valeur adaptative, mais aussi sur l'évolution du système immunitaire. 
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Les variations dans les réponses immunitaires 
Les espèces diffèrent dans leurs réponses immunitaires parce qu'elles diffèrent aussi dans leurs 
stratégies d'histoire de vie (Tieleman et al., 2005 ; Sparkman & Palacios, 2009). Par exemple, 
un trait d'histoire de vie important est la longévité, laquelle peut avoir des conséquences sur 
d'autres traits d'histoire de vie (Promislow et Harvey, 1990). Ainsi, des longévités différentes 
auraient un impact sur l'allocation des ressources dans le système immunitaire : une espèce 
avec une faible durée de vie aurait tendance à investir moins dans le développement de son 
immunité ; particulièrement dans l'immunité acquise qui fournit une protection accrue lors de 
la deuxième rencontre avec le même pathogène. En effet, cette espèce ayant une courte durée 
de vie, ses chances de rencontrer à nouveau ce même pathogène sont plus limitées. En 
revanche, ces espèces investiraient plus dans des traits comme la reproduction (Lee, 2006). 
C'est par exemple le cas chez différentes espèces de rongeurs (Previtali et al., 2012), ainsi que 
chez des espèces d'oiseaux (Tella et al., 2002a). 
Il existe aussi des variations dans les réponses immunitaires entre populations d'une même 
espèce. Les différents environnements qu’occupe l'espèce peuvent en partie expliquer ces 
variations. Par exemple, des populations de Moineau domestique (Passer domesticus) 
montrent des stratégies d'histoire de vie différentes selon la latitude à laquelle elles se 
trouvent, mais aussi des réponses immunitaires différentes (Martin II et al., 2004). D'autres 
espèces comme l'Hirondelle bicolore (Tachycineta bicolor) ont aussi montré des réponses 
immunitaires contrastées entre populations de différentes localisations à travers l'Amérique du 
Nord, ce qui suggère que des facteurs géographiques et temporels pourraient affecter les 
réponses immunitaires (Ardia, 2007). 
Enfin, il existe aussi des variations dans les réponses immunitaires entre individus d'une même 
population. Les facteurs expliquant ces variations sont multiples : le sexe, l'âge des individus, 
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les conditions environnementales auxquelles ils sont exposés, ou encore leur bagage génétique 
pour n'en citer que quelques-uns. Pour donner un exemple parmi tant d'autres, chez le Diamant 
mandarin (Taeniopygia guttata), la réponse inflammatoire à la phytohémagglutinine (PHA), 
qui est mesurée par le gonflement de la peau à l'endroit de l'injection de la toxine, diffère selon 
l'âge et le sexe des individus (Love et al., 2008). 
Les variations dans les réponses immunitaires peuvent être expliquées par plusieurs facteurs. 
Un de ces facteurs est la pression exercée par les pathogènes sur les hôtes (Schulenburg et al., 
2009). Les pathogènes ont souvent un temps de génération très court, donc une capacité à 
s'adapter beaucoup plus rapide que leurs hôtes (Hamilton et al., 1990). Ceci amène donc à une 
pression de sélection forte pour les hôtes (Schulenburg et al., 2009). Haldane (1949) fut l'un 
des premiers à développer l'idée que les parasites agissent comme une pression de sélection 
sur le phénotype des hôtes, amenant des changements évolutifs. Ce sont par ces réponses 
évolutives qu'il peut y avoir coévolution entre hôtes et parasites (Sasaki et Godfray, 1999). 
Chez les humains, il existe deux exemples bien étudiés de virus coévoluant rapidement : 
l'influenza (Nelson et Holmes, 2007) et le virus du VIH (Ariën et al., 2007). Différents types 
de pathogènes peuvent avoir différentes façons d'infecter l'hôte. Cela favorise aussi des 
réponses immunitaires variées et multiples, augmentant la complexité du système immunitaire. 
Quand l'hôte est confronté simultanément à plusieurs pathogènes, leur virulence peut être 
réduite ou augmentée selon la compétition interspécifique et influencer la sélection exercée sur 
l'immunité de l'hôte (Frank, 1996). Une étude utilisant l'épinoche à trois épines (Gasterosteus 
aculeatus), une espèce de poisson vivant dans différents écotypes, a montré des niveaux de 
parasitismes plus importants chez les individus vivant en lac que ceux en rivière (Scharsack et 
al., 2007). En exposant des invidus élevés en laboratoire à ces deux milieux, les auteurs ont 
montré que les individus exposés à des conditions lacustres, mais dont les parents étaient issus 
de rivières, étaient plus susceptibles aux parasites comparés aux individus dont les parents 
provenaient de lac, en plus d'avoir des réponses immunitaires plus fortes. Cette étude suggère 
que les individus en rivière ont réduits leur investissements dans leur système immunitaire 
parce que le milieu dans lequel ils évoluent est faible en pathogènes (Scharsack et al., 2007). 
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Les variations dans les réponses immunitaires peuvent aussi être expliquées par des facteurs 
environnementaux comme les facteurs écologiques biotiques et abiotiques qui affectent les 
interactions entre hôtes et pathogènes. Les facteurs abiotiques comprennent les conditions 
environnementales comme la température qui a un effet sur la résistance parasitaire. Par 
exemple, la virulence de Pasteuria ramosa sur son hôte Daphnia magna, un petit crustacé 
planctonique, est grandement influencée par la température (Mitchell et al., 2005). Les 
facteurs biotiques sont, par exemple, la disponibilité de la nourriture ou nutriments pour l'hôte, 
car celle-ci varie selon les conditions environnementales. Par exemple, la virulence du parasite 
Vavraia culicis, qui affecte les moustiques, dépend de la valeur adaptative de l'hôte, qui 
dépend elle-même grandement de la nourriture disponible (Bedhomme et al., 2004).  
L'immunité et les variations des réponses immunitaires sont donc liées à beaucoup d'aspects de 
la vie d'un organisme (Fig. 1). Les coûts associés à ces différents aspects et les compromis qui 
en découlent sont modulés par différents facteurs dont l'environnement auquel les individus 
sont exposés. L'influence de l'environnement suggère que les compromis entre traits d'histoires 
de vie peuvent souvent être observés dans des environnements hétérogènes (Lazzaro et Little, 
2009). L'un de ces facteurs environnementaux qui touche plusieurs espèces à travers le monde 
est l'activité anthropique. Ce facteur crée de l'hétérogénéité spatiale pouvant affecter , par 
exemple, les ressources et l'habitat d'une espèce, et donc ultimement, l'immunité.  
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Figure 1 Diagramme représentant les interactions entre le système immunitaire et les 
facteurs environnementaux ainsi que les divers parasites. Ces interactions sont 
complexes et peuvent influencer l'amplitude des réponses immunitaires et leurs 
conséquences sur la valeur adaptative des individus au sein des populations 
sauvages (adapté de Maizels et Nussey, 2013).  
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L'intensification agricole comme facteur d'hétérogénéité environnementale 
Les activités humaines sont généralisées sur notre planète et affectent maintenant quasiment 
tous les types d'habitats (IPCC 2007). Les effets des activités anthropiques sur l'environnement 
sont souvent associés avec des conséquences négatives sur les populations sauvages, comme 
les extinctions d'espèces et le déclin de la biodiversité (Baille et al., 2004). Un des facteurs 
anthropiques importants est la modification des pratiques agricoles : la monoculture est 
préférée aux petites cultures diversifiées dans le but d'augmenter la production. Ce phénomène 
est appelé l'intensification agricole et se caractérise par de multiples aspects dont une 
augmentation de la densité de plantation, de l'utilisation de pesticides et de la fréquence de 
récolte. 
L'intensification agricole s'observe sur plusieurs continents (Belanger et Grenier, 2002 ; 
Donald et al., 2006 ; Karp et al., 2012) et a des conséquences sur l'abondance des populations 
animales et végétales et ultimement sur la diversité des espèces. Par exemple, en Europe, les 
populations de plusieurs espèces d'oiseaux des zones rurales ont montré un déclin entre 1990 
et 2000 (Donald et al., 2006), ce déclin étant associé avec le début d'une intensification 
agricole des habitats (Chamberlain et al., 2000). Il en est de même au Canada où le déclin des 
populations d'oiseaux insectivores aériens est le plus marqué (Fig. 2) comparé au déclin des 
autres groupes d'oiseaux des zones agricoles (Blancher et al., 2009 ; Nebel et al., 2010). Ce 
déclin est en partie expliqué par l'effet de l'intensification agricole sur la diète des oiseaux 
insectivores. L'abondance des insectes est souvent réduite dans les milieux de cultures 





Figure 2 Indicateurs de l'abondance des oiseaux indigènes observées au Canada de huit 
sous-groupes choisis (adapté du rapport d’Environnement Canada 2012). 
Ces différences d'abondance d'insectes pourraient avoir un effet sur la valeur adaptative des 
oiseaux (Poulin, Lefebvre & Paz 2010). Par exemple chez le Tarier des prés (Saxicola 
rubetra), un oiseau insectivore d'Europe, le taux d'envol des oisillons était plus bas en milieu 
de cultures intensives comparés aux oisillons en milieu de cultures non-intensives, où les 
oisillons recevaient 30% de biomasse de plus (Britschgi et al., 2006). De plus, chez 
l'Hirondelle rustique (Hirundo rustica), les oisillons avaient tendance à avoir un taux de survie 
plus élevé dans les milieux en cultures non-intensives (Grüebler et al., 2008). Les auteurs 
suggéraient que les milieux non-intensifs avaient une plus grande abondance d'insectes due à 
une plus grande quantité de monticules de fumier. Chez l'Hirondelle bicolore, le succès 
d'envol semble plus faible dans les milieux de cultures intensives (Ghilain et Bélisle, 2008). 
Ces exemples montrent à quel point les variations environnementales, ici des différences dans 
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les pratiques agricoles, peuvent affecter les traits reliés à la valeur adaptative. Ces variations 
peuvent aussi avoir des conséquences sur le système immunitaire. 
Si l'intensification agricole diminue les ressources d'énergie dont les oiseaux ruraux 
dépendent, l'immunité de ces individus peut aussi être touchée par une diminution des 
ressources. L'étude de Møller (2001) comparait plusieurs aspects de la reproduction et de 
l'immunité chez l'Hirondelle rustique avant et après un changement de pratiques agricoles des 
fermes dans lesquelles nichaient les individus. Ces fermes changèrent leurs pratiques de ferme 
laitière avec présence de troupeaux à l’extérieur en ferme de culture de différentes sortes. 
Cette étude montre qu'un changement de pratique mène à une réduction de la condition des 
oisillons, mais aussi à une réponse immunitaire inflammatoire à la phytohémagglutinine 
(PHA) plus basse comparée à celles des oisillons élevés dans des fermes qui n'ont pas changé 
leurs pratiques (Møller, 2001). Chez l'Hirondelle bicolore, la réponse inflammatoire à la PHA 
des femelles adultes nicheuses était négativement associée à l'intensification agricole. Cet effet 
était plus important pour les femelles avec une petite masse comparée aux femelles plus 
grosses (Pigeon et al., 2013a), ce qui suggère que l'intensification agricole peut agir comme 
une contrainte énergétique sur les oiseaux insectivores. 
L'intensification agricole peut avoir d'autres effets que la réduction des ressources, comme 
celui de causer un stress chronique via l'utilisation accrue de pesticides. En plus de réduire 
l'abondance de proies des oiseaux insectivores (Poulin et al., 2010 ; Paquette et al., 2013), les 
pesticides peuvent avoir des conséquences sur les fonctions physiologiques des oiseaux et sur 
leurs réponses immunitaires (Galloway et Handy, 2003 ; Lopez-Antia et al., 2015). Malgré 
l'importance des effets de l'intensification agricole sur les populations sauvages, peu d'études 
se sont attelées à la tâche d'étudier ces effets. Les quelques études sur le sujet montrent un 
effet négatif des pratiques agricoles : chez l'Hirondelle bicolore, la réponse à la PHA des 
femelles adultes est plus faible en milieux intensifs que chez les femelles en milieux non-
intensifs (Pigeon et al., 2013a). Une étude chez plusieurs espèces de pinsons des Galápagos a 
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aussi décrit la diminution d'un marqueur limitant les dommages causés par une infection dans 
les milieux agricoles, accompagné par une augmentation des infections pathogéniques et une 
diminution de la survie (Zylberberg et al., 2013). Ces études sont d'autant plus importantes 
que les changements liés à l'intensification agricole pourraient avoir un effet sur la santé des 
individus et la viabilité des populations sur le long-terme. En plus de regarder l'effet de 
l'intensification agricole sur les réponses immunitaires, il est important de considérer plusieurs 
années. En effet, plusieurs études ont montré que les relations entre différentes réponses 
immunitaires, mais aussi entre réponses immunitaires et facteurs environnementaux, varient 
dans le temps (Buehler et al., 2008b ; Pigeon et al., 2013b). Sur ce point, il est important de 
considérer plusieurs années, contrairement à une grande partie des études regardant les effets 
de facteurs environnementaux sur les réponses immunitaires, afin de capturer cette variation 
inter-annuelle et ne pas baser ses conclusions sur une année seulement. 
Les facteurs écologiques forment un des centres d'intérêts de l'éco-immunologie car ils 
ouvrent de nouvelles voies pour comprendre les causes de la variation de l'immunité. La 
variation dans les réponses immunitaires peut être causée par des facteurs environnementaux, 
mais elle peut aussi être une cause et une conséquence d'une dynamique évolutive du système 
immunitaire. Ainsi les facteurs génétiques expliquent aussi la variation observée au niveau des 
réponses immunitaires. Trouver des gènes responsables de la variation dans les réponses 
immunitaires est une des pistes de recherches en éco-immunologie (Ellegren et Sheldon, 
2008). C'est pour départager les causes de la variation des réponses immunitaires qu'il est 
important de considérer les effets environnementaux et génétiques. 
Les gènes comme déterminants de la variation des réponses immunitaires 
La variation génétique se définit par une différence entre individus dans la composition des 
nucléotides composant l'ADN. Un allèle est une forme d'un gène sur un chromosome, alors 
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qu'un locus est un emplacement particulier sur le chromosome, sans spécifiquement localiser 
un gène. Une variation allélique est une différence génétique décrite au niveau de la 
population. Dans une population, il y a de la variation génétique quand il y a plus d'une forme 
d'un gène présent pour un locus spécifique (Conner et Hartl, 2004). La variation dans la 
composition des nucléotides peut prendre plusieurs formes, depuis le changement d'un unique 
nucléotide (en anglais Single Nucleotide Polymorphism, SNP) ou de plusieurs nucléotides, 
jusqu'à différents nombres de copies d'un allèle. Les gènes utilisés dans les études sur la 
variation génétique peuvent être neutres ou fonctionnels, les premiers n'ayant pas d'influences 
connues sur les différentes fonctions de l'organismes contrairement aux seconds. Les gènes 
dits neutres ne codent pas pour des fonctions précises de l'organisme, et donc n'amènent pas 
directement à une différence au niveau du phénotype, contrairement aux gènes fonctionnels. 
Les variations génétiques neutres ont d'abord été utilisées dans les études s'intéressant à la 
génétique des populations car leurs variations peuvent fournir une estimation de la variation 
des gènes fonctionnels (Hartl et Clark 2005). Ainsi, l'utilisation de marqueurs génétiques 
neutres se retrouve souvent dans les études de la génétique de la conservation (Hedrick et al., 
2001). Toutefois, la corrélation entre variation neutre et fonctionnelle n'est pas toujours très 
forte au sein d'une population dont la taille varie fortement, comme dans le cas d'un goulot 
d'étranglement (Hedrick, 2001), ce qui peut limiter l'utilisation des gènes neutres. De 
nouvelles technologies ont récemment permis l'utilisation de gènes fonctionnels grâce au 
séquençage du génome entier d'organismes modèles (Davey et al., 2011) comme le poulet 
domestique (Gallus gallus) (International Chicken Genome Sequencing Consortium, 2004). 
Il existe deux types de marqueurs génétiques pour associer la variation génétique fonctionnelle 
avec la variation phénotypique : les loci quantitatifs (en anglais Quantitative Traits Loci, 
QTL), qui sont localisés par des scans intensifs de génomes et qui sont associés à des traits 
phénotypiques quantitatifs, ou les gènes candidats (Ellegren et Sheldon, 2008), qui ont déjà été 
localisés chez d'autres espèces et ont déjà été associés à des traits phénotypiques. Par exemple, 
la variation du gène candidat CLOCK impliqué dans le rythme circadien a été associé avec le 
comportement migratoire (Peterson et al., 2013). De plus en plus de gènes candidats sont 
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disponibles pour étudier comment la variation génétique dirige la variation de traits 
phénotypiques au niveau moléculaire et physique des individus.  
L'utilisation des gènes fonctionnels est particulièrement intéressante dans le cadre de l'étude de 
la pression de sélection pathogénique sur les hôtes, et plus spécifiquement pour étudier 
l'influence des pathogènes sur l'évolution de gènes impliqués dans l'immunité. Par exemple, un 
groupe de gènes fonctionnels impliqués dans les réponses immunitaires bien connues sont 
ceux du complexe majeur d'histocompatibilité (CMH). Les gènes du CMH sont impliqués 
dans les réponses immunitaires adaptatives, car ils codent une partie d'une molécule de liaison 
localisée à la surface de la cellule hôte qui va présenter les peptides étrangers, peptides qui 
vont être identifiée par les cellules immunitaires et produire une réponse spécifique (Klein, 
1986). Une réponse est initiée si les cellules T reconnaissent le complexe CMH-peptide 
(Janeway et al., 2001). Un type de molécule du CMH pourra présenter seulement un peptide, 
il existe donc différents CMH, ainsi que différents allèles codant pour les molécules de liaison. 
Les variantes alléliques que possède un individu ou une population ont des conséquences sur 
la résistance aux pathogènes. Plusieurs études ont montré que des allèles spécifiques du CMH 
étaient associés à des résistances contre certaines maladies (Paterson et al., 1998 ; Bonneaud et 
al., 2005 ; Martin et Carrington, 2005). Par exemple, chez les amphibiens, un allèle de gènes 
du CMH a été associé avec une probabilité de mort réduite face au pathogène  
Batrachochytrium dendrobatidis (Savage et Zamudio, 2011). 
Mécanismes maintenant la diversité dans les gènes immunitaires 
Les gènes du CMH montrent la plus grande variabilité parmi les génomes de vertébrés étudiés 
(Klein 1986). Une explication intuitive serait que la grande diversité allélique aiderait les 
populations et les individus à identifier et à détruite un nombre élevé et diversifié de 
pathogènes. Dans ce cas, selon l'hypothèse de l'avantage hétérozygote, être hétérozygote (l'un 
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des deux chromosomes dans un organisme diploïde porte un allèle différent) devrait être un 
avantage. 
L'hypothèse de l'avantage hétérozygote énonce que posséder des allèles différents aide 
l'individu à identifier et lutter contre une plus grande diversité de pathogènes que les individus 
homozygotes (Doherty et Zinkernagel, 1975). Par exemple, les substitutions non-synonymes  
— menant à différents acides aminés dans la protéine produite une fois l'ADN transcrit et 
traduit — peuvent augmenter la diversité génétique dans une population et donc le nombre 
d'individus hétérozygotes. Pour les gènes du CMH, le taux de substitutions non-synonymes est 
plus élevé que le taux de substitutions synonymes chez l'humain et la souris domestique (Mus 
musculus) (Hughes et Nei, 1988). Cela suggère que l'hétérozygotie apporte un avantage de 
valeur adaptative à la population. Une étude sur le saumon quinnat (Oncorhynchus 
tshawytscha) a montré chez les individus hétérozygotes pour certains allèles spécifiques une 
plus grande résistance aux infections bactériennes (Evans et Neff, 2009). 
Il existe plusieurs facteurs confondants empêchant de détecter de façon évidente l'avantage 
hétérozygote, comme la dominance et la super-dominance. La dominance d'un allèle s'observe 
quand le phénotype des hétérozygotes est différent de la moyenne des phénotypes des deux 
types d'homozygotes. Il y a aussi la dominance complète d'un allèle, où le phénotype d'un 
individu hétérozygote sera le même que celui de l'homozygote dominant. Enfin, il y a la 
possibilité que le nombre de pathogènes qui affectent en même temps l'hôte soit fluctuant, ce 
qui pourrait favoriser ou non les hétérozygotes (Spurgin et Richardson, 2010). 
L'avantage de l'allèle rare (ou sélection fréquence-dépendante) énonce que les pathogènes 
sont sélectionnés pour développer des mécanismes de résistance contre les allèles les plus 
communs. Donc, quand un nouvel allèle qui confère un avantage de résistance ou de 
destruction contre un pathogène présent apparaît dans la population hôte, il y a des chances 
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pour que cet allèle augmente en fréquence dans la population car il confèrerait un avantage 
pour les individus. Le pathogène nouvellement sensible finira avec le temps par monter une 
résistance contre ce nouvel allèle, rendant moins utile cet allèle maintenant communément 
trouvé dans la population (Takahata et Nei, 1990). Par exemple chez les poissons zèbres 
(Danio rerio), il a été montré une association entre l'abondance parasitaire et des allèles du 
CMH spécifique, ce qui suggère de la sélection fréquence-dépendante pour certains gènes du 
CMH (Smith et al., 2011). 
Finalement, la sélection fluctuante due à la pression de sélection pathogénique propose que les 
types et abondance des pathogènes peuvent changer dans le temps et l'espace. Ces fluctuations 
causent un changement dans la sélection qui mène à différents allèles immunitaires (Hill 
1991). Des travaux théoriques ont montré que la diversité des gènes du CMH pourrait être 
expliquée uniquement par la sélection fluctuante sans faire intervenir l'avantage hétérozygote 
ou l'avantage de l'allèle rare (Hedrick, 2002). 
Ces mécanismes expliquent le maintien de la diversité génétique dans les gènes immunitaires 
(Slade et McCallum, 1992). Toutefois, ces mécanismes ne sont pas exclusifs et peuvent opérer 
en même temps, voire même interagir entre eux, ce qui peut rendre difficile la quantification 
de leurs effets sur la variation des gènes immunitaires et leur évolution (Spurgin et 
Richardson, 2010). 
Les gènes immunitaires innés de -défensine 
Les gènes du CMH ne sont pas les seuls gènes candidats pour expliquer la variation des 
réponses immunitaires. De fait, d'autres groupes de gènes fonctionnels ont récemment été 
étudiés. Les gènes retenus sont ceux montrant une diversité importante, ce qui est notamment 
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le cas des gènes de -défensine impliqués dans les réponses immunitaires innées chez 
plusieurs espèces d’oiseaux et de mammifères (Hellgren et al., 2010 ; Hellgren et Sheldon, 
2011). Utiliser les gènes immunitaires innés pour étudier la sélection médiée par les 
pathogènes pourrait être une piste complémentaire aux études portant sur les gènes du CMH. 
En effet, certains allèles des gènes de -défensine ont été associés avec la capacité à endiguer 
une infection virale (Baroncelli et al., 2008), ce qui démontre l'importance de gènes de 
-défensine dans la santé humaine, et donc l'avantage d'utiliser d'autres gènes fonctionnels que 
les gènes du CMH. Les gènes immunitaires innés et leurs conséquences sur la résistance 
contre les pathogènes ont aussi une implication en conservation. Par exemple, certaines 
maladies comme la chytridiomycose chez les amphibiens affectant la peau peuvent être mieux 
comprises, car les gènes immunitaires innés ont des conséquences sur les mécanismes de 
défense de ce genre de maladie (Richmond et al., 2009). 
Les défensines sont des petits peptides sécrétés par les neutrophiles — des cellules 
immunitaires — durant la phagocytose, ainsi que par les cellules épithéliales (Lehrer et Ganz, 
2002). Ces peptides sont cationiques, c'est-à-dire qu'ils ont une charge positive, ce qui leur 
confère une capacité antimicrobienne. Il existe plusieurs autres peptides cationiques avec de 
multiples effets dans les diverses fonctions du système immunitaire (Cuperus et al., 2013). Ces 
peptides sont capables d'interférer avec la structure de la membrane des pathogènes par 
différents mécanismes (Lehrer et al., 1989 ; Hancock, 1997), ce qui peut endiguer des 
infections par les bactéries et les champignons par exemple (Zasloff, 2002). En plus de leur 
rôle important dans les réponses immunitaires innées, les peptides de défensine sont aussi 
impliqués dans les réponses adaptatives : les défensines agissent comme modulateurs en 
attirant les cellules immunitaires vers les sites d'infections par chimiotaxie (Chertov et al., 
1996). 
Il existe trois groupes de défensines : , θ et -défensine trouvés chez beaucoup d'espèces 
eucaryotes (Brogden et al., 2003). Toutefois les oiseaux sont connus pour n'avoir que les 
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peptides de -défensine (van Dijk et al., 2008). Ces observations suggèrent que les peptides de 
 et θ-défensine présents chez les taxons de vertébrés phylogénétiquement plus jeunes ont 
évolué à partir d'une forme ancestrale de gènes de -défensines (Semple et al., 2003). Les 
peptides de défensine ont été d'abord étudiés pour leur potentielle capacité à remplacer les 
antibiotiques utilisés pour des applications thérapeutiques (Hancock, 2001), ainsi que dans le 
secteur agro-alimentaire (Derache et al., 2009). C'est pour cela que la littérature concernant les 
peptides de -défensine est principalement basée sur le poulet domestique comme organisme 
modèle. Il y a au moins 14 gènes de -défensine chez le poulet domestique (nommés AvBD 
pour Avian Beta-Defensin) qui forment un groupe de gènes sur un unique chromosome 
(3q3.5–q3.7, (Lynn et al., 2007)). Les gènes de -défensine sont structurés en quatre exons 
(Fig. 3) qui sont des segments d'ADN codant pour un peptide spécifique.  
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Figure 3 Organisation génétique de gènes de -défensines aviaires, et comment les exons 
(E1-E4, rectangles noirs) sont transcrits en différentes parties au niveau du 
peptide. Les régions non transcrites sont représentées par des rectangles blancs 
(UTR). La région du peptide signal est symbolisée par un rectangle hachuré, la 
propièce en rectangle gris foncé et la région du peptide mature en gris clair 
(adapté de van Dijk et al. 2008). 
Le premier exon code pour le 5’UTR, le second et le troisième exons codent pour le peptide 
signal, la propièce et une partie du peptide mature et enfin le quatrième exon code pour la fin 
du peptide mature (van Dijk et al., 2008). Les mécanismes de synthèse, le stockage et 
l'activation des peptides de -défensines aviaires restent encore inconnus, mais ces activités 
sont probablement assez similaires à celles que l'on connait chez les peptides de -défensine 
humaines. Chez les humains, les peptides de défensine sont secrétés comme des 
prépropeptides : le peptide signal et la propièce ont des fonctions de stockage, alors que le 
peptide mature, une fois coupé du peptide signal et de la propièce, est la seule partie qui 
possède les fonctions antimicrobiennes (van Dijk et al., 2008). 
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La variabilité chez les gènes de -défensine 
Les gènes de -défensine sont variables à plusieurs niveaux : au niveau de l'expression du 
gène, au niveau de sa structure, ainsi qu'au niveau de la séquence du gène. L'expression des 
gènes de -défensine est constitutive de certains types de cellules tels que les leucocytes 
(Harwig et al., 1994), mais aussi de cellules épithéliales composant des tissus, comme ceux du 
tube digestif (van Dijk et al. 2008). La présence de pathogènes peut induire une expression des 
gènes de -défensine. Par exemple, le gène AvBD 3 peut être activé dans les tissus de la 
trachée lors de l'exposition à Haemophilus paragallinarum chez le poulet domestique (Zhao et 
al., 2001). Le niveau d'expression des gènes peut dépendre de l'âge de l'organisme : chez les 
mammifères comme le rat, les gènes de -défensine qui se situent dans le tractus génital sont 
exprimés différemment selon le stade de développement (Patil et al., 2005). Chez le poulet 
domestique, l'expression des gènes de -défensine est augmentée durant le développement 
embryonnaire (Meade et al., 2009). 
Les gènes de -défensine sont aussi variables au niveau de leur structure, car ces gènes 
peuvent être présents en plusieurs copies, et ce nombre de copies peut varier. Par exemple, 
chez les humains, les gènes de -défensine peuvent avoir jusqu'à 12 copies. De plus, le 
nombre de copies a été associé positivement avec le niveau d'expression de ces gènes (Hollox 
et al., 2003). Le nombre de copies a aussi été associé avec la susceptibilité à certaines 
maladies : une étude chez les humains a montré une association positive entre le nombre de 
copies et la présence de psoriasis (Stuart et al., 2012). 
Finalement, les gènes de -défensine montrent de la variabilité au niveau de leurs séquences : 
des SNPs sont fréquemment trouvés dans des régions codantes et non-codantes chez plusieurs 
espèces comme l'humain (Boniotto et al., 2003), les bovins (Luenser et Ludwig, 2004), les 
rongeurs (Morrison et al., 2003) et plusieurs espèces aviaires (Hellgren et al., 2010). Plusieurs 
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études ont associé la variation allélique des gènes de -défensine avec la susceptibilité aux 
maladies. Par exemple certains SNPs trouvés dans une population d'humains ont été associés à 
la capacité à endiguer une infection virale (Baroncelli et al., 2008). 
De petites différences dans la composition des nucléotides comme les SNPs dans les gènes de 
-défensine peuvent conférer différentes propriétés aux peptides de défensine. Cela a 
été montré en utilisant des peptides synthétisés à partir de séquences de gènes de 
-défensine différentes, puis en testant leur capacité antimicrobienne sur des souches 
bactériennes. Ces tests ont été réalisés chez une population sauvage de Mésange 
charbonnière (Parus major) qui représente la variation génétique naturelle (Hellgren et 
al., 2010). Hellgren et al. (2010) ont montré une association entre la variation causée 
par les SNPs dans la séquence, répercutée sur la structure du peptide synthétisé, avec 
l'activité antimicrobienne des peptides. Ceci suggère que le polymorphisme génétique 
chez les gènes de -défensine aviaires peut avoir un effet sur les réponses immunitaires 
chez les populations sauvages. 
La variation trouvée à plusieurs niveaux chez ces gènes immunitaires innés a été dans un 
premier temps surprenante. Intuitivement, les réponses immunitaires innées devraient 
se trouver sous une forte pression de sélection, donc les gènes immunitaires innés 
devraient être fortement conservés entre taxons et individus. Le système immunitaire 
inné est évolutivement plus vieux que le système adaptatif (Kimbrell et Beutler, 2001) 
et autant les invertébrés que les vertébrés en dépendent. La fonction principale du 
système immunitaire inné est la reconnaissance et la destruction rapide des pathogènes, 
puis la présentation du pathogène au système adaptatif (Hoebe et al., 2004). Du fait de 
son âge évolutif ancien et de son importance, le système immunitaire inné et les gènes 
déterminant les réponses innées, y compris les gènes de -défensine, sont soumis à de 
la sélection purifiante (Cheng et al., 2015). Cette sélection purifiante agit sur la 
variabilité génétique en éliminant rapidement les individus dont les nouvelles 
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mutations confèrent une réponse immunitaire moins adaptée. En revanche, des études 
montrent aussi que la variation génétique observée chez les gènes immunitaires innés 
est maintenue par une force de sélection opposée et dont les médiateurs sont les 
pathogènes. Par exemple, chez plusieurs espèces de grenouilles et de poissons plats, il 
existe des changements évolutifs dus à la sélection positive dans la partie codante du 
peptide mature de certains gènes de -défensine (Duda et al., 2002 ; Tennessen, 2005). 
Un autre aspect qui suggère que les gènes immunitaires innés sont affectés par une 
pression de sélection des pathogènes, est l'association entre la variabilité génétique et 
la susceptibilité aux pathogènes. Par exemple, chez les humains, la variabilité dans les 
gènes de récepteurs de type Toll (Toll-like receptors) qui sont impliqués dans la 
reconnaissance des pathogènes, a été associée à la susceptibilité à la tuberculose (Ma et 
al., 2007). Chez les drosophiles (Drosophila melanogaster), le polymorphisme des 
nucléotides de gènes immunitaires innés a été associé à la capacité à éradiquer une 
infection bactérienne (Lazzaro et al., 2004, 2006). Les gènes de l'immunité innée 
codant pour des molécules qui interagissent directement avec les pathogènes sont 
intéressants pour comprendre comment agissent les pressions de sélections exercées 
par les pathogènes. 
Les gènes de -défensine sont des gènes candidats appropriés pour étudier les liens entre 
variations génétiques et phénotypiques car ils montrent une grande variabilité. 
Plusieurs études se sont penchées sur la quantification de cette variabilité chez des 
populations sauvages. Ainsi, la variabilité chez les gènes de -défensine a été 
investiguée chez la Mésange charbonnière (Hellgren, 2015) et la Rousserolle des 
Seychelles (Acrocephalus sechellensis) (Gilroy et al., 2016). Toutefois, excepté ces 
deux études, la quantification de la variabilité des gènes de -défensine, ainsi que les 
conséquences de cette variabilité sur les traits phénotypiques comme les réponses 
immunitaires, restent très peu étudiées. C'est pourquoi il est important d'étendre nos 
connaissances au niveau de la variation des gènes de -défensine à d'autres espèces, 
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afin de pouvoir les comparer entre elles et de mieux comprendre les pressions de 
sélections exercées sur cette variation. 
Quantifier la variabilité génétique d'une population dans un environnement hétérogène 
La variabilité génétique d'une population peut être affectée par des conditions 
environnementales hétérogènes. L'émergence de la génétique du paysage a permis de mieux 
comprendre comment l'hétérogénéité dans les habitats peuvent influencer la variation 
génétique (Storfer et al., 2006). Par exemple, plusieurs études ont montré qu'une des 
conséquences des perturbations des conditions environnementales est la réduction de la 
variation génétique de la population (Ariani et al., 2013 ; Bech et al., 2013). Ces changements, 
qui peuvent être causés par les activités humaines, peuvent avoir des conséquences sur le 
déclin des populations sauvages. En effet, les variations spatiales et temporelles de 
l'environnement peuvent mener à des changements dans la variation génétique des traits reliés 
à la valeur adaptative, comme les gènes immunitaires. Par exemple chez la Bécassine double 
(Gallinago media), les gènes du CMH montrent des différences dans leur variabilité à travers 
de grandes échelles spatiales (Ekblom et al., 2007). Les variations environnementales peuvent 
affecter la distribution des pathogènes et agir sur la variation des gènes immunitaires via la 
pression de sélection exercée par les pathogènes. 
Les conditions environnementales peuvent affecter l'expression des génotypes (Lazzaro et al., 
2008). Les environnements hétérogènes peuvent favoriser la variabilité des gènes 
immunitaires par l'interaction entre l'environnement et les associations génotypes-phénotypes 
(Lazzaro et Little, 2009). Par exemple, chez la drosophile, les mouches africaines et 
américaines ont une réponse immunitaire différente selon les températures (Lazzaro et al., 
2008). Les adaptations locales et les interactions génotypes-par-environnements peuvent 
expliquer le maintien de la diversité des gènes immunitaires. L'intensification agricole peut 
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aussi agir sur la variabilité génétique d'une population. Chez l'Hirondelle bicolore, une étude 
utilisant des marqueurs génétiques neutres a montré que la diversité génétique n'était pas 
distribuée aléatoirement selon les milieux de cultures intensives et non-intensives (Porlier et 
al., 2009). Dans cette même population, il existe un gradient dans la distribution de la diversité 
des gènes fonctionnels (Bourret et Garant, 2015). Il serait donc important de voir si la diversité 
génétique chez les gènes de -défensine est affectée par l'intensification agricole. 
Lier variation génétique et variation des réponses immunitaires 
Un défi important en biologie est de mesurer les effets des variations génotypiques sur des 
traits phénotypiques qui sont reliés à la valeur adaptative dans les populations sauvages (Feder 
et Mitchell-Olds, 2003 ; Ellegren et Sheldon, 2008). Établir les liens entre variation de gènes 
immunitaires et traits phénotypiques a déjà été réalisé en utilisant des gènes immunitaires 
adaptatifs comme le CMH. En revanche, peu d'études se sont penchées sur la question en 
utilisant des gènes immunitaires innés chez des populations sauvages. Les gènes de 
-défensine sont de bons candidats pour étudier les liens entre variations génétiques et 
immunitaires en raison de leurs variabilités, mais aussi parce qu'ils forment un groupe de 
gènes, ce qui est un autre critère important dans le choix de gènes candidats. En effet, la 
majorité des traits semblent être sous l'influence de plusieurs gènes qui ont un petit effet 
(Ellegren et Sheldon, 2008 ; Hendry et al., 2011) et l'utilisation de plusieurs gènes candidats 
permet la détection de l'effet génétique sur les traits phénotypiques.  
Le choix de la fonction immunitaire est aussi important afin de comparer entre études les 
différents effets environnementaux et génétiques sur les réponses immunitaires selon les 
espèces (Boughton et al., 2011 ; Demas et al., 2011). Il existe plusieurs façons de mesurer les 
réponses immunitaires innées chez les populations sauvages (Pigeon et al., 2013b). Une 
mesure de fonction immunitaire facilement utilisable en dehors des conditions de laboratoire 
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est la capacité bactéricide du sang (Matson, 2006 ; Tieleman et al., 2010), soit la capacité à 
tuer des bactéries (Bacterial Killing Ability en anglais soit le BKA). La capacité bactéricide du 
sang/plasma est dûe à plusieurs méchanismes innés: les anticorps, le système du complément 
et l'activité des lyzozymes qui empêchent le dévelopement microbien (Matson et al., 2006b; 
Millet et al., 2007; Tieleman et al., 2010). Cette mesure requière du sang ou du plasma pour 
être mesurée. Ces fluides peuvent être congelés pour être utilisés plus tard en laboratoire, ce 
qui en facilite l'utilisation. De plus, d'après la littérature, le BKA est une mesure adaptée pour 
quantifier la capacité d'un individu à détruire des pathogènes qui se retrouveraient dans son 
environnement (French and Neuman-Lee 2012). Les peptides de défensine ayant une capacité 
bactéricide, il est possible que ces peptides interviennent dans ce genre de fonction 
immunitaire, par exemple en étant présent directement dans le sang/plasma. Toutefois, le 
mode d'intervention des peptides de défensine dans les réponses immunitaires reste encore peu 
étudié. 
Le choix des traits phénotypiques est aussi important. Il existe plusieurs traits reliés à la valeur 
adaptative d'un individu qui pourrait être associé à la variation génétique immunitaire 
innée. Les réponses immunitaires peuvent être reliées, par exemple, à la survie 
(Hanssen et al., 2004), mais les réponses immunitaires n'incluent pas en soi une 
information relative à la valeur adaptative. Par exemple, une réponse immunitaire 
"forte" n'indique pas si la réponse est optimale, car elle dépend des conditions dans 
lesquelles cette réponse intervient (Viney et al., 2005). De fait, des réponses 
immunitaires trop fortes augmentent les risques de maladies auto-immunes (Graham et 
al., 2005). Il est donc important de s'assurer de l'existence d'un lien entre la variation 
dans les réponses immunitaires et la variation dans les traits reliés à la valeur 
adaptative des individus.   
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Objectifs 
L'objectif général de ma thèse est de déterminer les causes de la variation d'une fonction du 
système immunitaire inné dans une population d'Hirondelle bicolore. Cet objectif général est 
découpé en plusieurs objectifs spécifiques, couvert par trois chapitres de ma thèse.  
Le premier chapitre de ma thèse a pour objectif spécifique d'investiguer le lien entre 
l'intensification agricole et la capacité bactéricide du plasma chez les adultes d'Hirondelle 
bicolore, tout en intégrant des facteurs biotiques et abiotiques. Le second objectif spécifique 
de ce chapitre est de vérifier si le lien entre l'intensification agricole et la fonction immunitaire 
peut varier selon le pathogène utilisé dans le test de la capacité antibactérienne du plasma. En 
effet, l'occurrence de divers pathogènes dans l'environnement peut affecter la pression de 
sélection exercée sur l'immunité de l'hôte, et plusieurs études ont suggéré l'utilisation de 
plusieurs pathogènes pour révéler la complexité des interactions entre l'environnement et les 
fonctions immunitaires (Matson et al., 2006a ; Buehler et al., 2008b, 2011 ; Pigeon et al., 
2013b). 
En plus d’évaluer l'effet d'un facteur environnemental sur une réponse immunitaire, il est 
nécessaire de considérer l'effet génétique pour départager les causes de la variation 
observée dans la fonction immunitaire. Dans un premier temps, il faut quantifier la 
variation des gènes de -défensine dans la population étudiée, ce qui est l'objectif 
spécifique du deuxième chapitre de ma thèse. Le premier objectif de ce chapitre est de 
développer des nouvelles amorces spécifiques à l'Hirondelle bicolore pour quantifier 
de façon précise la variation individuelle au niveau des séquences de gènes de 
-défensine. Le second objectif de ce chapitre est d'étudier comment l'intensification 
agricole agit comme facteur environnemental hétérogène sur la diversité des gènes de 
-défensine. Dans notre système d'étude, autant la variation génétique mesurée avec 
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des marqueurs génétiques neutres qu'avec des gènes candidats ont montré que les 
individus n'étaient pas distribués aléatoirement selon le gradient d'intensification 
agricole (Porlier et al., 2009 ; Bourret et Garant, 2015). Ainsi il se pourrait que 
l'hétérogénéité environnementale amène à une distribution hétérogène de la diversité 
des gènes de -défensine. 
Enfin, après avoir quantifié la variation génétique chez cette population d'Hirondelles 
bicolores, il est intéressant de voir comment cette variation est associée à des traits 
phénotypiques, autant immunitaires que plus directement reliés à la valeur adaptative des 
individus, ce qui est l'objectif du dernier chapitre de ma thèse. Les traits phénotypiques utilisés 
sont ceux disponibles dans ce système d'étude, c'est-à-dire ceux reliés au succès reproducteur. 
Le premier objectif est de déterminer les liens entre variations des gènes de -défensine avec 
la capacité bactéricide chez les adultes d'Hirondelle bicolore et la proportion d'oisillons menés 
à l'envol de leur niché. Le second objectif porte sur les femelles uniquement et vise à 
déterminer les liens entre variations des gènes de -défensine avec la présence de bactéries à 





L'Hirondelle bicolore (Fig. 4) est un petit oiseau de l 'ordre des passereaux dont la masse est 
d'environ 20 g à l'âge adulte et qui se nourrit d'insectes capturés en vol (Winkler et al., 2011). 
On retrouve cette espèce dans les milieux ouverts : les zones ouvertes naturellement comme 
les marais ou les zones ouvertes de façon anthropique comme les zones agricoles. Malgré le 
déclin de 4.2% des effectifs dans le Sud du Québec, l'espèce est abondante en Amérique du 
Nord et l'UICN la considère comme une espèce à préoccupation mineure (Canadian Wildlife 
Service (CWS) 2012). L'Hirondelle bicolore est cavicole et utilise les trous dans les  arbres 
formés par les espèces de pics, mais aussi les cavités artificiels (Winkler et al., 2011). De plus, 
les parents peuvent subir les dérangements pendant le suivi de leur reproduction sans 
abandonner leur couvée (Jones, 2003). Ainsi, ces nombreux points en font un modèle d'étude 





Figure 4 Couple d'Hirondelle bicolore au stade de la construction du nid dans un nichoir 
dans le Sud du Québec lors de la saison de reproduction de l'été 2013 (Photo 
Clarence Schmitt). 
L'Hirondelle bicolore est une espèce socialement monogame produisant généralement une 
couvée par année, d'une taille moyennant cinq œufs. La femelle assume entièrement 
l'incubation qui dure environ 13 jours. Après éclosion, les deux parents nourrissent les jeunes 
qui s'envolent du nid en moyenne à l'âge de 20 jours. 
Le système d'étude 
Le système d'étude situé dans le Sud du Québec comprend une partie de la région de la 
Montérégie et une partie de la région de l'Estrie. Elle totalise une superficie 10 200 km² sur 
lesquels 400 nichoirs ont été installés en 2004, répartis sur 40 fermes à raison de 10 nichoirs 
par ferme. Le système s'étend au travers d'un gradient d'intensification agricole avec des 
cultures intensives (majoritairement des monocultures de soja ou de maïs) à l'ouest en 
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Montérégie, et des cultures plus extensives (cultures plus diversifiées sur des petites surfaces 
entrecoupées de pâturages et de champs de fourrages) à l'est du côté de la région de l'Estrie. 
À chaque saison de reproduction, entre avril et juillet, les nichoirs sont suivis tous les deux 
jours pour noter la date de ponte, le nombre d'œufs pondus, la date de l'éclosion de la couvée 
et suivre le nombre d'oisillons survivant jusqu'à l'envol. Les femelles sont capturées pendant 
l'incubation et les mâles pendant la période de nourrissage des jeunes. Chaque individu est 
identifié par une bague et des mesures morphologiques sont enregistrées comme la masse et la 
taille de l'aile et du tarse. Le sexe des individus est déterminé visuellement puis confirmé par 
analyses moléculaires. L'âge des individus est estimé de la façon suivante : les femelles de 
couleur brune sont considérées comme ayant un an, et les femelles vertes/bleues comme ayant 
au moins deux ans. Les mâles sont considérés par défaut comme ayant au moins 1 an à la 
première capture. Un âge plus précis peut être estimé pour les individus re-capturés 
successivement au cours des années, et un âge exact peut être calculé pour les oisillons nés et 
bagués dans le système et qui, une fois devenus adultes, seraient revenus les années suivantes 
dans le système. Du sang est prélevé par ponction de la veine brachiale et conservé sur un 
papier filtre (qualitative P8 grade, Fisher Scientific) pour être utilisé plus tard pour la 
détermination du sexe, mais aussi dans des analyses génétiques (voir Lessard et al., 2014). 
Entre 2010 et 2015, des mesures immunitaires ont été réalisées sur les individus d'un sous-
échantillon de 10 fermes (voir Chapitre 3, Fig. 1) représentant les extrêmes du gradient 
d'intensification agricole (Pigeon et al., 2013a, 2013b). Un minimum de 50 µL de sang par 
individu a été prélevé via des capillaires héparinés puis centrifugés pour récupérer le plasma 
dans des microtubes qui ont ensuite été entreposés à -80°C. Le plasma a été ensuite utilisé en 
laboratoire pour tester la capacité bactéricide des adultes. 
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Chapitre 2  
 
EFFETS DE L'INTENSIFICATION AGRICOLE 
SUR LA CAPACITÉ BACTÉRICIDE 
 
Description de l’article et contribution  
 
En éco-immunologie, le choix de la mesure immunitaire est très important et requiert des 
précautions. Dans le cadre de ma thèse, le choix s'est porté sur une mesure immunitaire innée, 
la capacité à tuer des bactéries, car les gènes immunitaires qui m'intéressaient étaient eux aussi 
impliqués dans l'immunité innée. J'ai voulu voir si l'intensification agricole avait un effet sur 
cette mesure immunitaire. La littérature indiquait que la capacité bactéricide pouvait être 
influencée par une exposition de l'individu à une souche présente dans l'environnement 
similaire à celle utilisée dans le test. J'ai donc voulu intégrer plusieurs pathogènes dans ce test 
immunitaire pour s'affranchir de ce problème de potentielles expositions antérieures. L'article 
présente les résultats obtenus avec une souche uniquement, la souche E. coli, et montre que les 
individus en milieu intensif ont tendance à avoir une capacité bactéricide plus élevée que les 
individus en milieu non-intensif. La mesure pouvant refléter l'exposition de la femelle à 
différents pathogènes, la présence de bactéries à la surface des œufs ne montre pas de 
différences entre milieux intensifs et non-intensifs. De plus, la population montre un déclin de 
la capacité bactéricide sur six années. Enfin, l'annexe de ce chapitre présente des résultats non 
publiés portant sur la capacité bactéricide contre d'autres souches comme S. aureus et qui 
suggèrent que l'effet de l'intensification agricole sur la réponse immunitaire n'est pas constant 
selon le pathogène utilisé. 
Pour cet article, j'ai participé à l'élaboration des idées avec Fanie Pelletier et Dany Garant. J'ai 
effectué la récolte des données des années 2013, 2014 et 2015. J'ai réalisé la majorité du 
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travail en laboratoire concernant la capacité bactéricide, excepté pour l'année 2015 où j'ai eu 
l'aide de Valérie Lemieux. J'ai entièrement mené à bien le travail en laboratoire pour 
l'adaptation du protocole et la récolte de la mesure de la charge bactérienne à la surface des 
œufs. J'ai effectué les analyses statistiques ainsi que l'écriture de la première version du 
manuscrit. Fanie Pelletier et Dany Garant m'ont supervisé au travers des différentes étapes et 
corrigé plusieurs versions du manuscrit. Marc Bélisle a contribué à la révision du manuscrit. Je 
tiens à remercier Gabriel Pigeon et Samanta Fortin-Guérin de m'avoir laissé utiliser les 
données immunitaires des années 2010, 2011 et 2012 exploitées dans l'article.  
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Agricultural intensification is linked to constitutive innate immune function in a wild 
bird population 
Publié le 18 novembre 2016 dans Physiological and Biochemical Zoology 
Clarence Schmitt, Dany Garant, Marc Bélisle, Fanie Pelletier 
 
Abstract 
Immunity represents an important defense mechanism against pathogens and is intimately 
linked to fitness. Previous studies have found significant inter-individual variation of immune 
responses in wild populations and have emphasized the importance of ecological factors in 
explaining this variability. A deterioration of environmental conditions, such as agricultural 
intensification, can modify resource availability and, as a result, alter immune functions. The 
aim of this study was to investigate the effect of agricultural intensification on innate immune 
functions in breeding adult tree swallows (Tachycineta bicolor) over six years. We 
investigated the relationship between agricultural intensification and bacterial killing ability 
(BKA) against a strain of E. coli. We also assessed how the presence and the number of 
bacteria on the surface of eggshells changed with agricultural intensification. Contrary to our 
expectations, we found a positive relationship between agricultural intensification and BKA, 
where individuals had higher BKA in intensive compared to non-intensive farmlands. While 
this trend was observed through the 6-year study, we also found a tendency for a reduction of 
BKA over time. We found no relationships between the presence or number of different types 
of eggshell bacteria and agricultural intensification, or an association between BKA of females 
and eggshell bacteria of their clutch. Our results suggest that differences in immune function 
observed between intensive and non-intensive farmlands could reflect genetic differences 
among individuals and/or trade-offs with other traits expressed among habitats within our 
study system. 
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Key words: Tachycineta bicolor, tree swallow, bacterial killing ability, eggshell bacteria, 
inter-individual variability.  
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Introduction 
Immunity defense mechanisms against pathogens are important determinants of fitness 
(Sheldon and Verhulst 1996). Previous studies reported high levels of inter-individual 
variation in immune responses that appeared to be driven by ecological factors and by 
physiological trade-offs between immunity and life-history traits (Matson et al. 2006a; Martin 
et al. 2008). Immune functions are energetically costly to maintain, especially when organisms 
face immunological challenges (Lochmiller and Deerenberg 2000). Immune functions are 
integrated into a complex physiological regulatory network that also encompasses the 
endocrine and nervous systems (Cohen et al. 2012). The immune system can be categorized in 
different components - cellular vs. humoral components, innate vs. adaptive systems - that are 
simultaneously implicated in immune responses to different degrees (Schmid-Hempel 2011). 
When resources are limited, life-history theory predicts that organisms will face trade-offs in 
the allocation of energy to different functions (van Noordwijk and de Jong 1986; Sheldon and 
Verhulst 1996). Those trade-offs can happen between different components of the immune 
system (Krams et al. 2012), or between life-history traits such as reproduction and survival 
(French et al. 2007). Also, a deterioration of environmental conditions can result in c hanges in 
physiology, nutrition and social structure that could impact how individuals invest in immune 
functions (Neve et al. 2007; Rubenstein et al. 2008). Anthropogenic perturbations, which are 
now ubiquitous in all natural systems, can affect immune responses in several ways. For 
instance, these perturbations can have negative impacts on habitat availability and quality 
(Dunier and Siwicki 1993; Bruno et al. 2007) and increase the stress level of individuals 
(French et al. 2010). Ultimately, these changes may impact the long-term health of individuals 
and the viability of natural populations. 
Agricultural intensification is an important anthropogenic perturbation of the environment. It 
is characterized by a specialization of the production process, which results in a switch from 
diverse plantations to large monocultures (Matson et al. 1997). Agricultural intensification is 
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also associated with increased use of pesticides, harvest frequency and density of plantations 
in cultivated areas (Donald et al. 2001). This type of practice is linked to the population 
decline of several bird species in Europe (Chamberlain et al. 2000; Donald et al. 2001) and 
North America (Murphy and Moore 2003). For aerial insectivorous birds, this decline is 
usually associated with a decrease in biomass of insects due to pesticides (Blancher et al. 
2009; Nebel et al. 2010). For instance, a study on house martins (Delichon urbicum) 
comparing food intake between landscapes treated or not with pest-control agents, showed that 
nestling intake was lower in treated sites and resulted in lower fledging success (Poulin et al. 
2010). Agricultural intensification could also affect investment in immune functions. For 
example, in adult female tree swallows (Tachycineta bicolor), the response to 
phytohemagglutinin (PHA) was negatively linked with agricultural intensification, and the 
effect was more important for small females than heavy ones (Pigeon et al. 2013), suggesting 
energetic constraints in intensive agriculture lands. However, studies investigating the links 
between agricultural intensification and immune responses are still rare, and more work is 
needed using immune measures that can be compared among species and/or locations 
(Boughton et al. 2011; Demas et al. 2011). 
There are several ways to measure immunity in wild birds (reviewed in Salvante 2006) but 
they are often limited by logistical constraints due to small volume of blood available or the 
inability to recapture individuals repeatedly. One recently developed measure that eases those 
limitations is the bacteria killing ability (BKA), which measures the capacity of small amount 
of blood or plasma to kill microorganisms (Matson et al. 2006b; Millet et al. 2007; Tieleman 
et al. 2010). The capacity of the plasma to kill microorganisms is due to several innate 
mechanisms: natural antibodies limit pathogen invasion, and the complement system and 
lysozyme activity destroy pathogens through lysis (Matson et al. 2006b). This immune 
measure is also useful when studying environmental factors because it quantifies the ability of 
an individual to destroy pathogens that could be encountered in the wild (French and Neuman-
Lee 2012). 
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The aim of this study was to evaluate the effect of agricultural intensification on innate 
immune function, as measured using BKA against Escherichia coli, in a population of tree 
swallows breeding in both intensive and non-intensive farmlands over six years in southern 
Québec, Canada. Tree swallows are migratory aerial insectivorous birds and obligate cavity 
nesters. In our population, aerial insect abundance is usually lower and decreases more rapidly 
during nestling growth in intensive than in non-intensive farmlands (Paquette et al. 2013). 
Fledging success (Ghilain and Bélisle 2008) and PHA immune response (Pigeon et al. 2013) 
are also lower in intensive farmlands. Hence, we hypothesized that BKA should be lower in 
intensive farmlands. When assessing immune functions in wild populations, it is important to 
account for pathogens that could be present in the environment (Sadd and Schmid-Hempel 
2009). Here we sampled bacteria found in the nest as a representative measure of bacteria 
exposition during the breeding period. Specifically, we sampled the bacteria present at the 
surface of eggshells, as they originate mostly from maternal feathers and nest lining material 
(Grizard 2015). Thus, if the bacteria load of eggshells was linked to an adult’s pathogen 
exposure, and if there were differences in individual immune function between intensive and 
non-intensive farmlands, then we expected to find differences in bacteria load between the two 
types of farmlands. Finally, we also tested if BKA of female tree swallows was linked with 
bacteria load. For example, Millet et al. (2007) suggested that exposure to some pathogens 
could enhance BKA via specific antibody production. If the bacteria load found on eggshells 
is representative of the pathogenic environment experienced by adults, then we should expect 





The study was conducted in a population of tree swallows breeding in southern Québec, 
Canada (between 45°61’N, 73°22’W and 45°56’N, 73°09’W). The study area encompassed 40 
farms spread across 10 200 km², each farm containing 10 nest-boxes. Farms were distributed 
across a gradient of agricultural intensification ranging from highly intensive practices to less 
intensive practices (Ghilain and Bélisle 2008). We measured immune functions in a subsample 
of 6 farms in landscapes characterized by high coverage of intensive farmlands (e.g. corn, 
soybean and other cereals) and 4 farms in landscapes typical of non-intensive farmlands (e.g. 
hayfields, pastures and fallows) as done previously (Pigeon et al. 2013). For the 6-year study, 
landscapes of intensive farmlands were covered on average by 55.06% (9.76 SD) of intensive 
cultures within a 5 km radius around them, whereas landscapes of non-intensive farmlands 
were covered by only 20.01% (7.37 SD) of intensive cultures. A total of 461 adult tree 
swallows were sampled between 2010 and 2015. Overall, we caught 252 individuals on non-
intensive farmlands and 209 on intensive farmlands. Only females were sampled between 
2010 and 2012 (n = 151 females), and both sexes were sampled between 2013 and 2015 (n = 
174 females and 136 males). Females were sampled during the incubation period and males 
were sampled during the nestling rearing period. Birds were individually identified with an 
aluminum band (US Fish and Wildlife Service). The sex of individuals was confirmed by 
genetic analyses (see Lessard et al. 2014). Animals were captured and handled in compliance 
with the Canadian Council on Animal Care, under the approval of the Université de 




Blood samples were collected on the left brachial vein using heparinized capillary tubes. All 
bleeding sites were sterilized by swabbing with 70% ethanol (Millet et al. 2007). A maximum 
of 50 µl of blood was collected per individual for the BKA (see below). Capillary tubes were 
kept on ice and centrifuged within 30 min of collection. Centrifugation lasted 7 min at 14 500 
g using a LWS M24 Hematocrit Centrifuge (LW Scientific, Lawrenceville, Georgia, USA). 
Plasma was then separated from blood using micropipettes and stored in microtubes. Plasma 
samples were kept at 4°C between 6 to 8 hours and then frozen at -80°C (for a maximum of 2 
months) until used for the assay of BKA. 
Bacterial killing ability 
We measured in vitro BKA of plasma using a modified assay from the protocol developed by 
Morrison et al. (2009). This assay gives a proportion of CFU (Colony Forming Units) that 
have been killed by the plasma compared to a control without plasma. As in Morrison et al. 
(2009), we used Gram-negative E. coli (ATCC8739), the most commonly employed bacteria 
for this test. For each new assay, E. coli pellets were reconstituted and diluted in Tryptic Soy 
Broth (TSB) solutions to obtain a concentration of approximately 100 CFU per plate on 
controls. CFU concentration was obtained with the bacterial growth curve after reading the 
optical density of the broth. Cell culture medium was prepared with 9.8 mL of CO2 
Independent Medium (LifeTechnologies, Grand Island, USA) and 200 µL of 200 mM L-
Glutamine (Wisent Inc., Montréal, Canada). Reaction solutions were constituted by 
successively adding 95 µL of cell culture medium, 5 µL of plasma and 20 µL of strain 
cultures. The reaction and control solutions were incubated at 40°C during 45 min before 
plating 50 µL on a TSB plate in duplicate. Plates were then incubated at 40°C for 24 h before 
counting CFU. The BKA score was calculated as [1- (average number of surviving CFU on an 
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individual’s plates/average number of CFU on the control plates)] x 100. As in Morrison et al. 
(2009), this proportion of plasma gave a BKA ranging from 0.6 to 100%, with a median score 
of 87%. The protocol was kept constant through the 6 years of the study.  
Eggshell bacteria sampling protocol 
Our protocol for sampling bacteria on eggshells was adapted from Peralta-Sanchez et al. 
(2010). Briefly, bacteria on eggshells were sampled in 2014 and 2015, when clutch size was 
between 3 and 5 eggs, and before incubation started. Samples were collected in the field in the 
most sterile manner: for each clutch, we used new gloves sterilized with 95% ethanol to 
manipulate the eggs. Eggs were removed from the nest and entirely swabbed with a unique 
sterile swab previously dampened in sterile sodium phosphate buffer (0.2 M; pH 7.2). The 
swab was then put in a microtube containing 0.8 mL of sterile sodium phosphate buffer and 
stored at 4°C until used. Back in laboratory conditions, tubes were shaken vigorously, and 
100 µL were spread in duplicate on four types of solid growth media. We used four different 
media: a general medium, Tryptic Soy Agar (TSA) that allows heterotrophic bacteria to 
develop, and three specific media; Kenner Fecal Agar (KF) for growing Enterococcus bacteria 
such as fecal streptococci, Hecktoen Enteric Agar (HK) for Gram-negative bacteria of the 
family Enterobacteriaceae, and Vogel-Johnsson Agar (VJ) for Staphylococcus bacteria. 
Numbers of colonies were counted after the plates were incubated for 72 h. Bacteria load was 
estimated as CFU per egg by dividing the mean number of CFU of the duplicate plates by the 
number of sampled eggs in the clutch.  
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Statistical analysis of BKA 
No transformation helped normalize the distribution of microbicidal activity, so we 
categorized individuals into low and high groups of BKA as done in Rubenstein et al. (2008). 
In our analyses, we first used a threshold at 90% based on the distribution of the data (fig. 1) 
and then tested the same model with thresholds at 85 and 95% to assess the robustness of our 
results. Farm and individual identity were not kept as random variables because they did not 
significantly improve the model fit compared to the model without the random variables (log 
likelihood ratio test, p > 0.05). We included the level of agricultural intensification 
(categorical: intensive or non-intensive), year (categorical), estimated age, number of CFU on 
control plates (hereafter CFU number), and the capture date as fixed effects. Number of CFU 
was added as a control variable because preliminary analyses using 2013 data (not shown) 
suggested that this variable affected the BKA of the plasma and number of CFU showed 
variability through years (mean number of CFU over the 6 years of data = 105.38, SD = 
330.47). We controlled for capture date (in Julian days) because this variable was shown to 
affect BKA in a previous study in red-winged blackbirds (Agelaius phoeniceus) (Merrill et al. 
2014). The exact age of individuals was known for only 21 birds born in the study area before 
2010 and recaptured between 2010 and 2015. Because age may be an important determinant 
of BKA (Tieleman et al. 2010; Noreen et al. 2011), we estimated age based on the first year at 
which individuals were captured. Males and brown females were considered as being one year 
old when first captured, whereas green/blue females were considered as being 2 years old 
(Hussell 1983). To assess if the estimated age was representative of the real age, we assessed 
the correlation between the exact age and estimated age calculated as described above for 135 
individuals born in the entire study system (i.e. 40 farms) and recaptured between 2005 and 
2014. Exact age and estimated age of the 135 individuals were strongly positively correlated 
in this subsample (Pearson's correlation, r = 0.72, t = 12.05, p < 0.001). CFU number, capture 
date and estimated age were centered on their mean and divided by their standard deviation to 
compare their effects on BKA. We also included an interaction between agricultural 
intensification and year to test for a potential change in the effect of agricultural intensification 
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across years. In this analysis, we used 461 measures of individual BKA against E. coli. We 
also ran the final model excluding samples with negative BKA values to ensure that the effect 
of the year on BKA was not driven only by these values (final sample size N=333). 
In a separate analysis, we used the data from 2013 to 2015 to test if sex (categorical: male or 
female) had an effect on BKA (306 measures of individual BKA available). Using data of 
2014 and 2015, we tested if handling time had an effect on BKA, as it was only recorded those 
years (225 measures of individual BKA available). We used generalized linear models (GLM) 
with a binomial error distribution and logit link function for all analyses. A final model was 
selected for each of the three thresholds (i.e. 85%, 90%, and 95%) using a backward variable 
selection method for the three separate analyses.   
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Figure 1 Distributions of bacterial killing assay against E. coli in tree swallows for (A) 
all years of the study combined and (B) for each year separately (individuals 




Statistical analysis of eggshell bacteria 
We sampled 65 nests in 2014 and 2015. We obtained measures of eggshell bacteria from all 
nests for TSA, KF and VJ media. However, we obtained measures of eggshell bacteria for HK 
medium from the 65 nests in 2014 but only from 54 nests in 2015. In general, all the nests 
showed growth of heterotrophic bacteria (TSA medium) with a Poisson distribution and no log 
transformation could normalize the distribution. We then performed a mixed GLM with a 
quasipoisson error distribution and log link function to take into account overdispersion using 
the function glmmPQL. Some clutches showed growth of Enterobacteriaceae and 
Enterococcus bacteria (14 out of 119 clutches for HK medium and 7 out of 130 clutches for 
KF medium). Those data were treated as presence or absence (categorical variable 0 or 1). We 
performed a GLM with a binomial error distribution and logit link function for those two 
datasets. A total of 71 out of 130 clutches showed growth of Staphylococcus bacteria with few 
CFU overall (0.67 CFU/egg; ±1.86 SD for VJ plates), and we again considered the data as 
presence or absence (categorical variable 0 or 1) for these bacteria and used a GLM with a 
binomial error distribution and logit link function. In each model, we included agricultural 
intensification, year and number of days of sample storage (hereafter days of storage) as fixed 
effects. We used farm identity as a random variable to account for repeated measures over the 
same farm. The mean egg number was different between years: 3.7 (±0.6 SD) eggs per clutch 
for 2014 and 4.3 (±0.8 SD) for 2015. As the number of sampled eggs was already taken into 
account in the estimation of the bacteria load (as described above), we only included clutches 
with 4 eggs to eliminate the effect of increased detection in 2015 for the analysis of 
heterotrophic and Staphylococcus bacteria (total of 38 and 26 clutches in 2014 and 2015, 
respectively). Finally, we used a GLM to test if BKA of females in 2014 and 2015 was 
associated with bacteria load on eggshells of their clutch using bacteria type with enough 
observations (see description above; 103 measures of female BKA was associated with 
heterotrophic bacteria on TSA medium and 104 measures with Staphylococcus bacteria on VJ 
medium). All analyses were performed using R version 3.1.2 (R Development Core Team 
2014) and the package lme4 (Bates et al. 2015) when fitting mixed models.  
 47 
Results 
Environmental effects on BKA against E. coli 
Testing GLM model with threshold at 85, 90 or 95% resulted in similar variables retained in 
the final models in terms of effect size and direction of the final effects (results not shown). 
Agricultural intensification had a positive effect on BKA, where individuals in intensive 
farmlands were more likely to show a high BKA (>90%) compared to individuals in non-
intensive farmlands (table 1). BKA were different among years: there was a tendency for a 
decrease of BKA over time (table 1). There was no interaction between year and agricultural 
intensification (p >0.98, results not shown), which suggests that the effect of the agricultural 
intensification on BKA was the same across years (fig. 2). Estimated age had a negative effect 
on BKA (table 1), meaning that older adults had lower BKA values. Capture date and CFU 
number had no significant effect on BKA against E. coli (table 1). Fitting the same final model 
without negatives BKA values provided very similar results, as the effect of year and 
agricultural intensification remained significant (table S2, available online).  
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Table 1 Estimates from generalized linear model with a binomial error distribution and 
logit link function for microbicidal activity of adult tree swallows between 2010 
and 2015. 
 
Note: Results of capture date are reported from the complete model, and CFU number after 
backward elimination of capture date. Significant terms are reported after backward 
elimination of non-significant terms (p>0.05). CFU number, estimated age and capture date 
were standardized to zero mean and unit variance. BKA coded as 0 when values were lower 
than 90% and 1 when higher than 90% of bacteria were killed. Estimates of years compared to 
2010; #estimates of intensive farmlands compared to non-intensive farmlands.  
Variables Estimates Standard error z p 
Intercept 0.906 0.383 2.37 0.018 
CFU number 0.145 0.122 1.19 0.24 
Intensive# 2.572 0.337 7.64 <0.001 
Year 2011 -0.826 0.525 1.57 0.12 
Year 2012 -1.863 0.504 3.70 <0.001 
Year 2013 -1.386 0.463 2.92 0.002 
Year 2014 -4.128 0.531 7.76 <0.001 
Year 2015 -4.469 0.539 8.30 <0.001 
Estimated age -0.351 0.143 2.44 0.014 
Capture date 0.173 0.149 1.17 0.24 
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Figure 2 Percentage of individuals with a BKA higher and lower than 90% in each 
farmland category (Non-Int: non-intensive; Int: intensive) for each year from 
2010 to 2015. Sample sizes are in parenthesis. 
Given the trend observed in BKA over time and also given the general decline in adult bird 
masses over time observed in our study system (see Paquette et al. 2014), we tested a 
posteriori the effect of individual mean body mass (±0.01g) on BKA and found that bigger 
individuals were more likely to have a higher BKA (GLM, estimate=0.19, SE=0.066, z=2.91, 
p=0.003). However, the effect of body mass was not significant when added to the final 
model, which included year, estimated age and agricultural intensification (GLM, 
estimate=0.01, SE=0.09, z=0.19, p=0.85). 
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We found no effect of sex on BKA against E. coli (GLM, estimate=0.35, SE=0.39, z=0.91, 
p=0.36) and also no effect of handling time on BKA (GLM, estimate=0.14, SE=0.20, z=0.69, 
p=0.49). Using different thresholds provided similar result for both analyses (All p >0.05, 
results not shown). 
Environmental effects on eggshell bacteria 
Agricultural intensification and days of storage had no effect on the number of bacteria found 
on heterotrophic medium (TSA) or on the presence of specific bacteria (i.e. Enterococcus, 
Enterobacteriaceae or Staphylococcus; table S1, available online). The number of bacteria on 
TSA plates was lower in 2015 compared to 2014 (table S1.a). There was no difference 
between years in the presence of either Enterococcus or Enterobacteriaceae (table S1), 
whereas the presence of Staphylococcus on the surface of eggshells was higher in 2015 
compared to 2014 (table S1.b). Finally, there was no association between BKA of female tree 
swallows and heterotrophic bacteria (TSA) or Staphylococcus bacteria (VJ); (GLM, p >0.05, 
results not shown). 
Discussion 
The goal of our study was to assess the effect of agricultural intensification on an innate 
immune function of breeding adult tree swallows by using BKA against E. coli over a 6-year 
study. Contrary to our prediction, we observed a positive relationship between agricultural 
intensification and BKA, which was constant among years. Moreover, the number and 
presence of eggshell bacteria were similar between intensive and non-intensive farmlands. We 
also found that BKA tended to decrease over time (fig. 2). Our results emphasize the 
importance of considering environmental variables shaping innate immunity in wild passerine 
birds. 
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Effect of agricultural intensification on BKA 
Few studies have assessed the effects of different agricultural practices on wildlife immunity. 
A previous study in the same study system showed that breeding adult females had lower PHA 
responses in intensive compared to non-intensive farmlands (Pigeon et al. 2013). The effect 
was more important for smaller tree swallow females, suggesting possible energetic 
constraints in intensive agriculture farmlands. Another study on several Galapagos finch 
species investigated the link between agricultural practices and the concentration of PIT54, 
which is a haptoglobin produced during infection that minimizes damage to the host 
(Zylberberg et al. 2013). The authors noted a decrease in PIT54 concentration in agricultural 
habitats over two years that was accompanied by an increase in pathogen infection and a 
decrease in survival (Zylberberg et al. 2013). Given these previous results, we expected that 
tree swallows nesting in intensive farmlands would show lower BKA compared to those 
nesting in non-intensive farmlands. Surprisingly, birds nesting in intensive farmlands were 
more likely to have a positive BKA than those nesting in non-intensive farmlands. One 
possible explanation for this result is that birds in intensive farmlands are more exposed to 
strains of E. coli around their breeding and foraging sites than birds in non-intensive 
farmlands. Tree swallows may produce antibodies against some type of E. coli strains in their 
environment, which could in turn enhance the microbicidal activity of their plasma. The effect 
of antibodies on microbicidal activity against E. coli was previously suggested in chicken 
(Gallus gallus, Millet et al. 2007). In our study system, difference in exposure could result 
from greater use of fecal matters (e.g. manures), which tend to be more abundant in intensive 
farmlands (Ghilain and Bélisle 2008). However, the number of heterotrophic bacteria on 
eggshell (TSA medium, also including E. coli) was not associated with agricultural 
intensification. If eggshell bacteria reflect pathogen exposure, this result does not support the 
hypothesis that the difference in BKA between the two levels of agricultural intensification is 
due to difference in bacteria exposure. On the other hand, BKA of females was not associated 
with heterotrophic bacteria (TSA) and with Staphylococcus bacteria (VJ). Thus BKA seems to 
be independent of eggshell bacteria load, which suggests that eggshell bacteria load may not 
 52 
reflect pathogen exposure. Therefore, it is possible that the positive association between 
agricultural intensification and BKA is due to a higher exposure to strains of E. coli, and this 
hypothesis needs further investigations. 
The positive association between agricultural intensification and BKA could also be explained 
by genetic differences among individuals and/or trade-offs with other traits expressed among 
habitats within our study system. Previous reports on this study system have shown that 
individuals are not randomly distributed among farms. First, Porlier et al. (2009) showed a 
non-random distribution of neutral genetic diversity at microsatellite loci whereby individual 
genetic diversity was positively linked with the proportion of intensive cultures within 500 m 
of nest-boxes. Another study showed that the distribution of genetic variation at a functional 
gene related to the circadian rhythm was linked to the longitude in female tree swallows, and 
thus implied that females in intensive farmlands tended to have a shorter length polymorphism 
compared to females in non-intensive farmlands (Bourret and Garant 2015). 
Producing an immune response or maintaining the possibility to produce a strong response can 
be costly. Individuals investigating more energy in BKA may have invested less in other 
unmeasured immune or life-history traits. For example, a greater innate immune function 
could be due to an unmeasured impact of agricultural intensification on the adaptive immune 
system of individuals. There could also be trade-offs between immunity and traits linked to 
reproduction. For example, in a previous study, experimentally increasing clutch size of 
female tree swallows resulted in lower immune function (Ardia 2005a). Those trade-offs can 
vary between populations (Ardia 2005b), and it would be interesting to see if trade-offs 
between parental effort and immune functions are also found at smaller scale.  
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Decrease of BKA over time 
We observed a decrease of BKA over the six years of this study. Very few studies have 
investigated changes in immune responses over several years. A study by Rubenstein et al. 
(2008) investigated a response to BKA against E. coli in a population of wild tropical birds 
over four years. They found that BKA had a high variability among years, with a tendency to 
increase over time. BKA was also associated with rainfall and individuals experiencing drier 
seasons had lower BKA (Rubenstein et al. 2008). Temperate species such as tree swallows do 
not experience dry and wet seasons during the breeding period and thus this is unlikely to 
explain the trend we observed. Furthermore, we are not aware of any local or regional 
temporal change in agricultural practices that would have influenced the breeding habitats of 
this population and explain the observed decrease in immune function. Variation in bacteria 
load, as observed between 2014 and 2015, could be linked to this decrease of BKA over time. 
However, we found no associations between BKA and bacteria load. The reduction in BKA 
over time could also reflect a general decrease in the condition of birds. For example, a recent 
study conducted in our study system showed that tree swallows incurred a decrease in body 
mass between 2005 and 2011, independently of agricultural intensification (Paquette et al. 
2014). The authors concluded that weight loss could reflect a carry-over effect from non-
breeding areas (Paquette et al. 2014). In our study, body mass had no effect variation in BKA 
when included in our final model. Yet, even if they are not directly linked together, the general 
decline observed in both BKA and mean body mass over time could potential ly be due to an 
environmental change that is affecting both traits simultaneously.  
Our results also showed that age had a negative effect on BKA, where older individuals tended 
to have lower immune response. This result was obtained from the complete model  with 446 
observations and thus reflects a trend occurring at the population level. In the literature, 
evidence for an effect of age on BKA is equivocal. For instance, age had no effect on BKA 
against E. coli in ruffs (Philomachus pugnax, Nebel et al. 2013), while older individuals 
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showed higher BKA against E. coli in European stonechat (Saxicola rubicola, Tieleman et al. 
2010). Finally, young adult Zebra finches (Aeniopygia guttata) tended to have higher BKA 
than old ones (Noreen et al. 2011). To further assess if the age effect was also present at the 
individual level, we ran a model using only individuals with repeated measures of BKA (88 
unique individuals, 204 observations using the 90% threshold; mixed GLM with binomial 
error distribution and logit link function with the final fixed effects agricultural intensi fication, 
years and age, and individual identity as random effect). In this analysis, age showed a 
negative marginally non-significant effect on BKA, with the negative effect being stronger 
than in our global analysis (estimate = 0.51, SE = 0.31, z = 1.7, p = 0.09). This suggests that 
the decrease in innate immune function was potentially occurring at the individual level, 
where one individual can show decrease in BKA over time.  
Conclusion 
Previous studies investigating variation in immune responses reported differences between 
species (Matson et al. 2006a) and between populations of the same species (Martin et al. 
2004). Our study reveals that differences in immune function can also be found among 
individuals within the same population depending on environmental factors. Future studies 
investigating how genetic variation may affect the immune response variability documented 
here at the phenotypic level are warranted to provide a more complete understanding of the 
factors affecting immunity in the wild. 
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Table S1 Estimates from generalized linear model for the number of heterotrophic bacteria (TSA), for the presence of 
Enterococcus (KF), Enterobacteriaceae (HK), and Staphylococcus (VJ) on eggshell of tree swallows in 2014 
and 2015. 
Notes: Estimates from GLM with a quasipoisson error distribution and log link function for TSA, estimates from GLM with a 
binomial error distribution and logit link function for KF, HK, and VJ. Estimates of year 2015 was compared to 2014; 
#estimates of intensive farmlands compared to non-intensive farmlands. 
  
 a) TSA b) KF c) HK d) VJ 
 Estimate (SE
) 
t p Estimate (SE
) 
z p Estimate (SE
) 
z p Estimate (SE
) 
z p 















Days of storage 0.042 (0.02) 1.9
6 
0.055 -0.190 (0.16) 1.1
6 
0.24 0.008 (0.04) 0.2
1 
0.83 0.075 (0.06) 1.2
3 
0.22 
Year 2015 -1.547 (0.67) 2.3
2 
0.024 1.857 (1.15) 1.6
2 
0.10 -1.255 (0.68) 1.8
4 
0.06 5.366 (1.84) 2.9
2 
0.004 
Intensive# 0.030 (0.51) 0.0
6 
0.954 -1.062 (1.23) 0.8
6 
0.39 -0.029 (0.62) 0.0
5 




Table S2 Estimates from generalized linear model with a binomial error distribution and 
logit link function for microbicidal activity without negative BKA values of 
adult tree swallows between 2010 and 2015. 
 
Note: Results of capture date are reported from the complete model, and CFU number after 
backward elimination of capture date. N = 333. CFU number, estimated age and capture date 
were standardized to zero mean and unit variance. BKA coded as 0 when values were lower 
than 90% and 1 when higher than 90% of bacteria were killed. Estimates of years compared to 
2010; #estimates of intensive farmlands compared to non-intensive farmlands. 
  
Variables Estimates Standard error z p 
Intercept 1.034 0.397 2.60 0.009 
CFU number 0.176 0.171 1.03 0.303 
Intensive# 2.205 0.343 6.43 <0.001 
Year 2011 -0.769 0.544 1.41 0.158 
Year 2012 -1.264 0.570 2.22 0.026 
Year 2013 -1.043 0.495 2.11 0.035 
Year 2014 -3.281 0.550 5.96 <0.001 
Year 2015 -3.644 0.546 6.68 <0.001 
Estimated age -0.218 0.141 1.54 0.123 
Capture date 0.181 0.162 1.12 0.262 
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Annexe A1. An assessment of the impacts of agricultural intensification on bacterial 
killing ability in tree swallows using other strains than E. coli. 
Introduction 
Coevolution between hosts and pathogens is an important biological process that can affect the 
responses and evolution of the host's immune system (Boots et al. 2009). Different types of 
pathogens can use different infection processes, thus favoring several immune mechanisms 
and increasing the complexity of immune systems. One of the few experimental studies 
exploring the links between pathogen diversity and immunes responses suggested that parasite 
diversity could explain the differences in immune responses between populations of 
sticklebacks (Gasterosteus aculeatus) (Scharsack et al. 2007). Parasite species richness can 
also affect host selective pressure through different level of pathogen virulence that can 
modulate selection on host immunity (Frank 1996). Many studies have thus suggested to use 
more than one immune response to unravel the complexity of the interactions between the 
environment and immune functions (Matson et al. 2006a; Buehler, Piersma & Tieleman 
2008a; Buehler et al. 2011; Pigeon et al. 2013). 
Immune functions are energetically costly in their maintenance or activation during 
immunological challenges (Lochmiller & Deerenberg 2000) and anthropogenic perturbations, 
such as agricultural intensification, can affect immune responses through negative impacts on 
habitat availability and quality (Dunier & Siwicki 1993; Bruno et al. 2007; Lopez-Antia et al. 
2015). To assess the extent of these responses, studies often used the bacterial killing ability 
(BKA) of individuals. BKA is an innate immune function that gives a percentage of the 
number of CFUs of a specific strain that has been killed using the antimicrobial capacity of the 
blood or plasma by comparing between the number of CFU (Colony Forming Unit) on plates 
with plasma or blood from individuals and control plates without (Matson, Tieleman & 
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Klasing 2006b; Millet et al. 2007; Tieleman et al. 2010). In natural environments, there is thus 
a need to use different pathogens when measuring BKA (Millet et al. 2007), since it is possible 
that free living individuals develop specific immune responses against local pathogens.  
In Schmitt et al. (2016), we investigated the effect of agricultural intensification on the 
bacterial killing ability (BKA) of adult tree swallows (Tachycineta bicolor) where we 
expected that agricultural intensification would have a negative effect on BKA. To assess 
different aspects of the innate immune function in tree swallows, we initially planned to use 4 
strains: Escherichia coli, a commonly used Gram-negative strain for this assay, a Gram-
positive bacteria strain Staphylococcus aureus and two types of yeast strains, Candida 
albicans and Saccharomyces cerevisiae. By using different strains between 2013 and 2015, we 
wanted to investigate if the effect of agricultural intensification on BKA could differ between 
strains, as the effect of this ecological factor potentially depends on the strain used (Millet et 
al. 2007). In order to capture inter-individual immune variations, it is strongly recommended 
to calibrate BKA with each new species or strains (Matson et al. 2006a; Ruiz et al. 2010). The 
objective of this section is to present the validation of the BKA assays conducted during my 
PhD. Then, I present the analyses exploring the effect of agriculture intensification on another 
BKA assay using S. aureus in a population of tree swallows breeding in both intensive and 
non-intensive cultivated landscapes over three years in southern Québec, Canada. This assay 
was not included in Schmitt et al. (2016) because it was not validated for tree swallows. As in 
Schmitt et al. (2016), I expected that agricultural intensification would have a negative effect 
on BKA, but not necessarily in the same way as against E. coli, due to the different immune 
mechanisms involved against S. aureus. 
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Methods 
Description of the study area is available in details in Schmitt et al. (2016). Briefly, adult tree 
swallows were captured during the breeding season (from April to July) in southern Québec, 
Canada. Tree swallows can breed in wooden nest-boxes. Our study system was composed of 6 
farms, each having 10 nest-boxes, in landscapes characterized by high coverage of intensive 
farmlands (e.g. corn, soybean and other cereals) and 4 farms in landscapes typical of non-
intensive farmlands (e.g. hayfields, pastures and fallows). Females were caught and blood 
sampled during the incubation period and males during the nestling rearing period. The sex of 
individuals was determined by plumage and genetic analyses (see Lessard et al. 2014) and 
estimates of age were based on the first year at which individuals were captured (for more 
details, see Schmitt et al. 2016). Overall, 159 individuals were caught on non-intensive farms 
and 151 on intensive farms (84 in 2013, 110 in 2014 and 116 in 2015). 
Blood sampling and bacterial killing assay 
Detailed description of the protocol can be found in Schmitt et al. (2016). Briefly, after blood 
was collected in capillaries from the left brachial vein, plasma was obtained by centrifuging 
the capillaries and stored in microtubes. Microtubes were kept at 4°C between 6 to 8 hours and 
then frozen at -80°C (for a maximum of 2 months) until used. In vitro BKA of plasma was 
measured using a modified protocol from Morrison, Ardia & Clotfelter (2009). This assay 
gives a proportion of CFU (Colonies Forming Unit) that have been killed by plasma compared 
to a control without plasma. The assay was applied using one type of bacteria strain (Gram-
positive Staphylococcus aureus (ATCC6538)) and two types of yeast strains (Candida 
albicans (ATCC10231) and Saccharomyces cerevisiae (ATCC9763)). For each new assay, 
S. aureus and C. albicans pellets were reconstituted and diluted in Tryptic Soy Broth (TSB) 
solutions, and S. cerevisiae in Yeast extract Peptone Dextrose (YPD) to obtain a concentration 
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of 100 CFU per plate on controls. Reaction solutions were constituted by successively adding 
95 µL of cell culture medium (9.8 mL of CO2 Independent Medium and 200 µL of 200 mM 
L-Glutamine), 5 µL of plasma and 20 µL of strain cultures. The solutions were incubated at 
40°C during 45 min before plating 50 µL. S. aureus and C. albicans were plated using TSB 
plates, and S. cerevisiae using YPD plates. All plates were inoculated in duplicates. S. aureus 
strain was incubated at 40°C for 24h and yeast strains at 30°C for 48h before counting CFU. 
The BKA score was calculated as [1- (average number of surviving CFU on an individual’s 
plates/average number of CFU on control plates)] x 100. A total of 297 adults were measured 
for BKA against S. aureus, 295 adults for BKA against C. albicans and 234 adults for BKA 
against S. cerevisiae. 
Assay validation and statistical analysis 
BKA of tree swallows showed negative values for all strains (see Fig. S1). This means that the 
plasma favoured the growth of bacteria rather than destroying them or limiting their growth. 
Moreover, as mentioned in Schmitt et al. (2016), preliminary analyses using 2013 data (not 
shown) suggested that number of CFU on control plates affected  the detection of the 
microbicidal activity of the plasma (more CFU number on control plates allows a higher 
detection of antimicrobial activity). A weaker capacity to detect the microbicidal activity can 
also increase the number of negative values of BKA. The minimum number of CFU on control 
plates is often recommended to be 30, which was not the case in our dataset. I thus removed 
measures of BKA against S. aureus and S. cerevisiae that had CFU number of control plates 
lower than 20 CFU, and 10 CFU for control plates of measures of BKA against C. albicans. 
By doing so, the dataset was composed of 215 measures of BKA against S. aureus, 166 
measures of BKA against C. albicans and 124 measures of BKA against S. cerevisiae. 
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Figure S1 Distribution of bacterial killing assay in % using plasma of adult tree swallows 
captured in southern Québec between 2013 and 2015 for three different strains: 
Staphylococcus aureus, Candida albicans and Saccharomyces cerevisiae. 
To validate the assay, the first step is to assess the quantity of plasma or blood needed in order 
to observe fewer CFU in plates with plasma compared to control plates. Second, the mean 
value of the population should be around 50% and most sampled individuals have between 0 
and 100% BKA (Matson et al. 2006b). BKA has already been calibrated for another 
population of tree swallows using whole blood (Houdek et al. 2011) but only for E. coli 
strains. First I applied a Wilcoxon singed-rank test to test if the plasma had an effect on the 
number of CFU by comparing the number of CFU on control plates and individual plates. 
Then, I also checked the distribution of the data for each strain over the whole period of data 
collection. 
After removing BKA measures with low CFU number on control plates, I still had 50% of the 
data with negative BKA. To analyze the effect of agricultural intensification on BKA, I 
transformed the data as followed: 0 for individuals with BKA equal or inferior to 0, and 1 for 
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individuals with a positive BKA. I then built a full mixed logistic regression model including 
control variables known to affect BKA and simplified the model by removing non-significant 
variables (α=0.05) (Crawley 2007). As in Schmitt et al. (2016), I included the level of 
agricultural intensification (categorical: intensive or non-intensive), year (categorical), 
estimated age, number of CFU on control plates (hereafter CFU number), sex and the capture 
date (in Julian days) as fixed effects. I also included farm identity as a random variable (log 
Likelihood ratio test, χ²=6.95, p =0.008). All analyses were performed using R version 2.14.1 
(R Development Core Team 2011). 
Results 
Assays validation for the new strains 
When testing the differences between the number of CFU on control plates and individual 
plates, BKA against S. aureus (Wilcoxon singed-rank test = 6887, p-value < 0.001) showed a 
significant difference (see Fig. S2). However, BKA against C. albicans and BKA against 
S. cerevisiae showed no differences in the number of CFU (see Fig. S2) that could support the 
antimicrobial activity of the plasma on those yeast strains. Moreover, BKA against S. aureus, 
C. albicans and S. cerevisiae showed a distribution with less than 50% of BKA measures 
between 0 and 100% BKA (see Fig. S1). This is due to the fact that a large number of 
individuals showed a negative BKA, and thus those data were not ideal to assess the factors 
involved in shaping the variation between individuals. Thus I will only present further results 
of BKA against S. aureus.  
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Figure S2 Boxplots of BKA against the three strains comparing control plates and plates 
using plasma of tree swallow individuals captured in southern Québec. Data of 
BKA against Staphylococcus aureus (N=297), Candida albicans (N=295) and 
Saccharomyces cerevisiae (N=234) were collected between 2013 and 2015.  
S. aureus 
Agricultural intensification had a marginally non-significant negative effect on BKA against 
S. aureus (Table S3). On intensive farms, individuals were less likely to show a positive BKA 
against S. aureus than individuals on non-intensive farms. Year and CFU number also affected 
BKA (Table S3): 2014 differed from 2013 with individuals having higher BKA in 2014. 
However, 2015 did not differ from 2013. Estimated age, sex and date of capture had no effect 
on BKA (Table S3).  
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Table S3 Estimates from generalized linear mixed model (binomial error and logit link) 
for BKA against S. aureus of adult tree swallows between 2013 and 2015. 
Significant terms are reported after backward elimination of non-significant 
terms (p>0.05). CFU number, estimated age and capture date were standardized 
to zero mean and unit variance. BKA coded as 0 when values were lower than 
0% and 1 when higher than 0% of killed bacteria. Estimates of years compared 
to 2013; #estimates of intensive farmlands compared to non-intensive 
farmlands and males compared to females. Farm was added as a random 




Validation of the new strains 
Two problems arose to validate the BKA of new strains. First, I only had plasma samples 
available to use for BKA. Bactericidal killing of S. aureus has been linked to phagocytosis by 
heterophils (Matson et al. 2006b; Millet et al. 2007). However, after centrifugation, the 
Variables Estimates Standard error Z P 
Intercept 1.583 0.419 3.78 <0.001 
CFU number 0.999 0.254 3.93 <0.001 
Intensive# -1.132 0.589 1.92 0.055 
Year 2014 -0.981 0.438 2.24 0.025 
Year 2015¤ 0.412 0.445 0.93 0.355 
Estimated age -0.100 0.178 0.56 0.575 
Sex -0.309 0.410 0.75 0.451 
Capture date -0.235 0.212 1.11 0.233 
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proportion of heterophil cells in the plasma was reduced or heterophils were completely 
removed depending on how the samples were collected. Secondly, the amount of plasma that 
was available was small: tree swallows weigh 20g on average and I could manage only 5 µL 
of plasma per strain per individual. Increasing the amount of plasma, or switching to whole 
blood may have resolved the problem (Matson et al. 2006b). Increasing the amount of plasma 
was feasible but would have required to abandon the use of yeast strains. Moreover, the use of 
whole blood was impossible in the context of my field work because our protocol required the 
measure of hematocrit (the ratio of the volume of red blood cells to the total volume of blood), 
measured from centrifuged samples. 
Nonetheless, the number of CFU on control plates was higher compared to individual plates, 
which confirmed the capacity of the plasma to kill strains of S. aureus. The literature advises 
to use whole blood when assessing in vitro BKA against S. aureus and yeast strains because it 
has been showed that this mechanism relies mainly on the action of phagocytes by heterophils 
(Matson et al. 2006a; Millet et al. 2007). Despite this, our results of BKA observed against 
S. aureus may suggest that some antimicrobial activity against this Gram-positive strain could 
be due to humoral components of the blood. 
Control variables of BKA against S. aureus 
Depending on studies, CFU number had no significant effect (Buehler et al. 2008a), or a 
positive but marginally non-significant effect on BKA (Tieleman et al. 2010). I emphasize 
here the need to include CFU number as a control variable depending on its variability, which 
ultimately depends on the number of sampled individuals (e.g. due to experimental limitations, 
increasing the number of sampled individual increases the variation in CFU number between 
assays). It is thus possible that due to our sample size, larger than used in previous studies 
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(Buehler et al. 2008b; Tieleman et al. 2010), CFU number was more variable and therefore 
affected the detection of BKA. 
Effect of agricultural intensification and years on BKA against S. aureus 
The analyses using S. aureus revealed negative effect of agricultural intensification on BKA 
against S. aureus, and this effect is in the opposite direction compared to the strain of E. coli 
(positive effect) in Schmitt et al. (2016). As explained in Schmitt et al. (2016), I expected a 
negative effect of agricultural intensification on BKA. Interestingly, agricultural 
intensification had the opposite effect on BKA against E. coli of adult tree swallows. In 
Schmitt et al. (2016), several hypotheses were proposed to explain the positive effect of 
agricultural intensification on BKA against E. coli: exposure to E. coli strains in intensive 
farmlands, genetic differences among individuals and/or trade-offs with other traits expressed 
among habitats. I am unaware of any reason why S. aureus strains would be more present in 
non-intensive farms. If not representing exposure to pathogens in the different farmland types, 
this difference in BKA could be due to trade-offs with other immune components. This could 
happen within BKA, where individuals would invest more in some humoral immune function 
specific to the destruction of E. coli and less in humoral or cellular immune function specific 
to S. aureus. Thus one would observe adults in intensive farmlands with high BKA (>90%) 
against E. coli that would also have negative or null BKA against S. aureus. A posteriori using 
BKA of individuals captured between 2013 and 2015, there was a marginal positive 
correlation between BKA against E. coli and BKA against S. aureus (Rho Spearman’s rank 
correlation coefficient = 0.123, p-value= 0.068). This correlation suggests a potential trend 
where adult tree swallows with a high BKA (>90%) against E. coli tended to have a positive 
BKA against S. aureus, which does not support our trade-off hypothesis. It is likely that the 
way I categorized the data for BKA against S. aureus influenced the outcome of the 
correlation. To go further, I ran a posteriori the simplified model that included CFU number, 
agricultural intensification level and years as fixed effects with farm as random variable and 
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added the BKA against E. coli as an additional variable (as in Schmitt et al. 2016, binomial 
variable, BKA ≤ 90% coded as 0 and BKA > 90% coded as 1), as well as individual identity 
as a random effect. Again, BKA against S. aureus was positively associated with BKA against 
E. coli (GLMM, estimate= 1.680, SE=0.524, z=3.20, p=0.001), which further suggests a lack 
of trade-off between the two measures of BKA. 
Finally, the variation of the mean BKA through time was not following the decrease that 
Schmitt et al. observed with six years of data of BKA against E. coli: BKA against S. aureus 
was relatively stable over the three years of the study. This result suggests that the decline in 
BKA against one strain does not translate into an overall decline of BKA against all types of 
strains. Another study has recorded several years of BKA, showing an increase over four years 
in superb starlings (Lamprotornis superbus), but the authors used BKA against E. coli only, 
and not against S. aureus (Rubenstein et al. 2008). It would be interesting to know what 
happens to BKA of other species against several strains over several years to go further. 
Conclusions 
When using BKA, it is important to consider other pathogens to cover several aspects of this 
immune function. Here I showed that agricultural intensification may have contrasting effects 
on BKA of adult tree swallows depending on the strain used. The temporal decline in BKA 
against E. coli was not observed in the BKA against S. aureus.These results put into 
perspective the results of the article in this Chapter. A recent study was published shortly after 
I submitted the article, where the authors compare the use of whole blood and frozen plasma 
to measure BKA using several species (Jacobs and Fair, 2016). They concluded that whole 
blood should be prefered because plasma does not give similar results. However, this trend 
was different depending on the species. BKA has a great potential in eco-immunology, but 
cautions should be taken before using this measure: whole blood vs plasma, one or several 
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strains, plates (counting CFU visually) or a microplate reader (BKA deduced from 
concentration, see French and Neuman-Lee, 2012) are points among others that should be 
considered. The best advice would be to pre-test different methods on the population under 
study, and this should be done every year. We are not done yet exploring the impact of 
ecological factors of a supposedly simple immune function.  
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Chapitre 3  
 
VARIATION DES GÈNES DE Β-DEFENSINE 
Description de l’article et contribution  
Avant de pouvoir lier la variation génétique à des traits phénotypiques, il est important de 
s'assurer de la fiabilité des marqueurs génétiques utilisés dans la détection de la variation. 
Dans un premier temps, j'ai voulu utiliser les amorces conçues pour différentes espèces de 
passereaux qui amplifient des gènes de β­défensine. Les tests préliminaires en laboratoire 
suggéraient que ces amorces fonctionnaient chez l'Hirondelle bicolore. C'est à l'étape du 
séquençage que je me suis rendue compte que les amorces amplifiaient des séquences trop 
petites pour s'assurer que la variation observée était réellement présente. Cela a donc nécessité 
de reconcevoir des amorces spécifiques à l'Hirondelle bicolore. Dans cet article, je présente le 
développement des marqueurs génétiques spécifiques à l'Hirondelle bicolore, et la 
quantification la variation génétique des gènes de β­défensine chez cette espèce. Dans un 
deuxième temps, j'ai voulu voir comment la variation génétique se distribuait dans la 
population, sachant que l'intensification agricole semblait jouer un rôle important dans la 
variation de l'immunité. Cet article montre qu'il y a de la variation dans les gènes de 
β­défensine chez l'Hirondelle bicolore, autant que chez la Mésange charbonnière, mais que 
cette variation était homogène dans le paysage. 
Pour cet article, l'élaboration des idées s'est faite en collaboration avec Fanie Pelletier et Dany 
Garant. Kathy Doyon a séquencé le génome de l'Hirondelle bicolore. Avec un génome partiel, 
elle a recherché les séquences disponibles de gènes de β­défensine avec les séquences que 
j'avais obtenu. Kathy a également rédigé la partie de l'article portant sur le séquençage du 
génome. J'ai récolté les données et fait une partie du travail de laboratoire pour obteni r les 
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séquences des individus. Sur les conseils de Jean-François Lucier, j'ai conçu les amorces. 
Nicolas Bousquet a participé de façon significative au travail de laboratoire pour séquencer les 
individus. Nicolas a aussi rédigé en partie la méthode qui implique les nouvelles amorces. J'ai 
rédigé une première version du manuscrit. Fanie Pelletier et Dany Garant ont encadré le travail 
dans son ensemble, et ont corrigé plusieurs versions du manuscrit. Marc Bélisle a participé à la 
révision de l'article. Luc Gaudreau a été impliqué dans le séquençage du génome de 
l'Hirondelle bicolore.  
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Abstract 
Assessing the genetic variation and distribution of immune genes across heterogeneous 
environmental conditions in wild species is essential to further our understanding of the role of 
pathogen pressure and potential resistance or prevalence in hosts. Researchers have recently 
investigated β-defensin genes in the wild, because their variability suggests that they may play 
an important role in innate host defense. This study investigated the variation occurring at six 
innate immune genes of the -defensin family in a declining population of tree swallows 
(Tachycineta bicolor) in southern Québec, Canada (N = 160). We found that all six genes 
showed synonymous and non-synonymous single nucleotide polymorphisms (SNPs) within 
the exon coding for the mature peptide. These results indicated that this group of genes was 
diverse in tree swallows. Our results suggested a potential interaction of this group of genes 
with fluctuating pathogen diversity, however, we found no sign of positive or negative 
selection. We assessed whether or not the distribution of genetic diversity of β-defensin genes 
in our study population differed between two regions that strongly differ in their level of 
agricultural intensification. Adults are highly philopatric to their breeding sites and their 
immunological responses differ between these two regions. However, we found little evidence 
that the level and distribution of genetic variability differed between these heterogeneous 
environmental conditions. Further studies should aim to assess the link between genetic 
diversity of -defensin genes and fitness related traits in wild populations.  
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Introduction 
Selective pressures imposed by pathogens are important forces maintaining high variability in 
clusters of immune genes (Hill 2006). The observed functional allelic variation in immune 
genes is both a cause and a consequence of host-pathogen co-evolution. Evolution is 
especially likely to occur when peptides produced by immune genes interact directly with 
pathogen derived molecules, and positive or balancing selection is observed (Tennessen 2005; 
Hill 2006; Cheng et al. 2015). In wild populations, the major histocompatibility complex 
(MHC) is the most studied group of immune genes (Bernatchez & Landry 2003), and this 
cluster of genes is  mainly involved in adaptive immune responses (Klein 1986). Variability in 
adaptive genes is important as it allows adjustment of the host population to pathogens 
(Bernatchez & Landry 2003). Yet, it is the innate immune system that provides the first line of 
defense during an immune challenge (Delves et al. 2006). 
Researchers have less often investigated the allelic variability of genes involved in innate 
immune responses and their relation to pathogen resistance than they have for MHC genes. 
Nonetheless, some innate immune genes have been linked to disease susceptibility, including 
Toll-like receptor genes (Novak 2014) and genes coding for the different families of defensin 
peptides (Jurevic et al. 2002; Luenser & Ludwig 2004). β-defensin genes are part of a cluster 
of innate immune genes found in vertebrates. They code for cationic peptides that have 
antimicrobial activity, and they are produced by immune and epithelial cells (Lehrer & Ganz 
2002). Researchers have identified single nucleotide polymorphisms (SNP) in β-defensin 
genes among and within species (Boniotto et al. 2003; Luenser & Ludwig 2004; Hellgren & 
Ekblom 2010). For example, Hellgren, Sheldon & Buckling (2010) found that the variability 
of SNPs at β-defensin genes and their resulting peptides had different effects on antimicrobial 
activity in vitro. Allelic variability of SNPs at β-defensin genes was also shown to affect 
disease susceptibility in humans (Baroncelli et al. 2008). Although researchers have begun to 
study the variability present at β-defensin genes in several species (Hellgren 2015; Gilroy et 
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al. 2016; Chapman et al. 2016), there is little information regarding their allelic variability in 
wild populations. Researchers should be cautious not to extrapolate genetic variation from one 
species  to another species, as differentspecies differ in their evolutionary history (e.g., Gilroy 
et al. 2016). Investigating allelic variation at β-defensin genes in species showing different 
life-history traits should bring insights on host-pathogen interactions and potential 
consequences of different/similar selective pressures on immune system evolution.  
When studying genetic variation and potential selective pressures in wild populations, it is 
important to consider ecological factors that may shape the spatial distribution of alleles 
(Manel et al. 2003; Wang & Bradburd 2014). Landscape genetics has provided several 
research advances by integrating ecological information with spatial and genetic data (Manel 
et al. 2003). For example, habitat characteristics may affect the genetic structure of 
populations, by influencing movements of individuals and gene flow between populations 
leading to non-random distribution across landscapes (Sork et al. 1999; Garant, Forde & 
Hendry 2007). Considering factors affecting population structures is especially important for 
the conservation of declining or endangered species threatened by human activities (Ariani et 
al. 2013). One important anthropogenic factor impacting wild bird populations is the 
agricultural intensification that occurs on different continents. This phenomenon translates 
into reduced crop diversity, increased use of fertilizers and pesticides, and increased harvest 
frequency and plantation density (Tscharntke et al. 2005; Donald et al. 2006; Karp et al. 
2012). Agricultural intensification is suspected as being, at least partly, responsible for large-
scale bird population declines (Donald, Green & Heath 2001; Murphy & Moore 2003). 
Among various bird guilds between 1970 and 2010 in Canada, the greatest rate of population 
decline was seen in aerial insectivorous birds (NACBI 2012). Nebel et al. (2010) pinpointed 
agricultural intensification as the most likely cause of such a decline. 
In this study, we measured the genetic variability at six β-defensin genes in a wild population 
of tree swallows (Tachycineta bicolor) in southern Québec, Canada. We then assessed whether 
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or not the genetic diversity of β-defensin genes differed between two vast regions with 
contrasting levels of agricultural intensification. Tree swallows are aerial insectivorous birds 
and obligate cavity nesters. During nestling growth, aerial insect abundance is usually lower 
and decreases more rapidly in intensive than non-intensive farmlands in our study population 
(Paquette et al. 2013), a pattern that could potentially explain the lower fledging success we 
observed in intensive farmlands (Ghilain & Bélisle 2008). In tree swallows, agricultural 
intensification was shown to have an impact on neutral genetic diversity and to generate a 
non-random distribution of individuals across our study system, as individual internal 
relatedness was lower in intensive farmlands (Porlier, Bélisle & Garant 2009). More recently, 
a study using functional genes related to reproduction phenology showed that female tree 
swallow genotypes were non-randomly distributed across our study system (Bourret & Garant 
2015). Longer genotypes were more frequently found to the east of the study area (Bourret & 
Garant 2015), where non-intensive farmlands dominate (Ghilain & Bélisle 2008). If variability 
at β­defensin genes is related to the genetic structure found at other neutral and functional 
genetic markers, we expect that genetic variability at innate immune genes is not 
homogenously distributed throughout our study system. Previous studies have found a link 
between agricultural intensification and the immune responses of breeding tree swallows in 
our study system (Pigeon et al. 2013; Schmitt et al. 2016). Adult female response to 
phytohemagglutinin (PHA) declined with agricultural intensification (Pigeon et al. 2013). 
Adult constitutive innate immune function was lower in intensively cultivated landscapes than 
in non-intensive landscapes (Schmitt et al. 2016). As β­defensin genes may be involved in 
those immune responses, we expected the spatial distribution of genotypes to be linked with 
agricultural intensification levels, especially given the strong nest site fidelity shown by adults 
in our study system (Lagrange et al. 2014).  
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Methods 
Study system and blood sampling 
We sampled adult tree swallows from a wild population that was breeding in southern Québec 
in 2013 and 2014. This population has been intensively monitored since 2004 using a nest-box 
network located on 40 farms (10 nest boxes per farm) over an area covering approximately 
10,200 km² (Ghilain & Bélisle 2008). We selected a sub-sample of 10 farms located in 
contrasted habitats: 6 located in the western part of the study area and characterized by high 
coverage of intensively cultivated cash crops (e.g. corn, soybean and other cereals), and 4 
located in the eastern part of the study area and dominated by dairy farming (e.g., hayfields, 
pastures and fallows) (see Fig. 1). A total of 76 and 84 breeding adults were captured in 
intensive and non-intensive farmlands respectively during two breeding seasons (N = 71 
individuals in 2013 and 89 in 2014). A blood sample was collected from the brachial vein of 
each individual on a filter paper (Qualitative P8 grade, Fisher Scientific). Samples were air 
dried and stored until laboratory analyses were performed. We used salt to extract DNA 
(Porlier et al. 2009). The DNA concentration from extracted samples was determined by 
migration on 1% agarose gel.  
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Figure 1 Distribution of the 10 farms used to study tree swallows along a gradient of 
agricultural intensification in southern Québec, Canada, in 2013 and 2014. 
Location of the study area at a larger spatial scale is represented by a dark star 
on the top right corner. White diamonds indicate intensive farmlands and white 
circles non intensive farmlands. Land-cover types (depicted by black, light 
yellow, light green, and dark green) are based on a mosaic of classified 
LANDSAT-7 satellite images (Canadian Wildlife Service 2004).  
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Primer design 
We first located AvBD genes of tree swallows using nine primers which were developed for 
several bird species by Hellgren and Sheldon (2011). These primers were designed to amplify 
the third exon of β­defensin genes, which codes for a part of the propiece and a major part of 
the mature peptide (van Dijk, Veldhuizen & Haagsman 2008). We verified that tree swallow 
sequences presented the β -defensin characteristic motif of cysteines (van Dijk et al. 2008) 
using BioEdit (Hall 1999). After obtaining partial sequences of AvBD genes, we designed 
new primers to capture extended AvBD sequences, as we needed both forward and reverse full 
sequences to assess the presence of SNPs in both parts. We did so by sequencing the genome 
of the tree swallow species. 
We prepared a library of inserts from the gDNA of the breast muscle of a male tree 
swallowwhich recently diedin the study site using a SPARK DNA Sample Prep kit 
(Enzymatics). We selected fragment sizes that ranged from 330 to 580 bp by electrophoresis 
blue pippin on a 1.5% agarose gel. These fragments were amplified by qPCR with IGA-PCR-
PE-F and TruSeq-b01 primers. To confirm the length of the final library, we analyzed it with a 
DNA high sensitivity bioanalyzer (Agilent Technology Inc.). The library was sent to the 
Innovation Centre of McGill University, Génome Québec, in order to sequence the tree 
swallow genome with Illumina next-generation sequencing technology using MiSeq 
instrument. We obtained 5.8 Gb of data (19,348,433 reads). We first used FLASH 1.2.8 to 
combine short reads into longer reads and CutAdapt V1.3 to remove the adaptors from the 
reads used during the sequencing (Magoč & Salzberg 2011; Martin 2011). Sequencing errors 
were removed from the reads based on the score quality of each base with Co nDeTri v2.2 
(Smeds & Künstner 2011). We computed names, sequences of the reads and the quality score 
of each base to be able to use Newbler version 2.6 as an assembler,which we used with and 
without genome references from collared flycatcher (Ficedula albicollis) and ground tit 
(Pseudopodoces humilis) (Margulies et al. 2005; Ellegren et al. 2012; Cai et al. 2013). The 
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combination of these three different assemblies led to a fragmented genome of 0.6 Gb, 
composed of a little more than 636,000 contigs with a N50 contig size of 1,339 bases. This 
represents approximatively 55% of the estimated genome of the tree swallow (Doyon et al., 
unpublished data). 
The alignment of the nine AvBD sequences with the fragmented genome was performed with 
BLAST 2.2.26+ (Calcul Québec). Five sequences of the AvBD genes were located: AvBD4, 
AvBD7, AvBD8, AvBD12, and AvBD13. Only partial sequences or no match were found for 
AvBD2, AvBD9, AvBD10 and AvBD11; hence we did not include these genes in the primer 
design process. Primers were designed using Primer-BLAST 
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/tools/primer-blast/). Parameters were set to obtain the same 
PCR reaction for the five primer pairs. Primer specificity to tree swallow was verified by 
comparing with known bird sequences (Gallus gallus, taxid 9031; Ficedula albicollis, taxid 
59894, and Taeniopygia guttata, taxid 59729). 
Genetic analyses 
We obtained SNP data from the five new pairs of primers specific to tree swallow (see 
Supplementary Table S1) and from one pair of primers for AvBD2 from Hellgren and Sheldon 
(2011). This last pair of primers could be used on tree swallow individuals as the length of the 
obtained sequences was sufficient for SNP detection (both forward and reverse sequences 
covered the third exon). We amplified sequences on a GeneAmp PCR 9700 thermocycler 
(Applied Biosystems). Amplification of AvBD2 was carried out following the PCR reaction as 
described by Hellgren and Sheldon (2011). For the five AvBD genes specific to tree swallows, 
amplification using the five new primers was carried out in 25-µl reactions, using a unique 
PCR reaction (see Supplementary Table S2, S3). We used 2.5% agarose gels to visualize the 
quality of amplifications. 
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We sent PCR products to the Plateforme de séquençage et de génotypage des génomes of the 
Centre de recherche du CHUL (CHUQ, Québec, Canada) for sequencing on an ABI 3730xl 
sequencer (Applied Biosystems). Each gene was sequenced in both forward and reverse 
directions (see Table 1 for sample size at each locus). To confirm that we had sequenced 
AvBD genes, sequences were aligned against known β -defensin sequences from passerines 
species (blue tit, Cyanistes caeruleus, and house sparrow, Passer domesticus) from Hellgren 
& Sheldon (2011) using Mega 5.2 (Tamura et al. 2013). Sequences were trimmed to the size 
published by Hellgren (2015), and primers, as well as nucleotides after the stop codon, were 
removed for further comparisons. We visually inspected chromatograms of each gene for each 
individual to detect double peaks that would indicate allelic variation in the form of SNPs. We 
translated amino acid sequences using BioEdit (Hall 1999) to assess whether SNPs were 
synonymous or non-synonymous. We determined alleles for each gene separately by deducing 
unique allele variants with homozygous individuals. Heterozygous alleles differing by more 
than one SNP were identified by subtracting the most common or second most common allele 
in the dataset as described by Hellgren (2015). We conducted Hardy-Weinberg tests for each 
gene using the software GENEPOP 4.4 (Rousset 2008). We performed signal of selection 
(Tajima's D) for each gene using the software DnaSP version 5 (Librado & Rozas 2009).  
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Table 1 Number of alleles and frequencies found in the six different β-defensin genes analyzed in a population of 






















AvBD2 155 8 
0.690, 0.274, 0.013, 0.006, 
0.006, 0.003, 0.003, 0.003 
0.03 5 
0.705, 0.276, 0.006, 
0.003, 0.003 
0.01 KX184735 - KX184740 
AvBD4 159 7 
0.682, 0.274, 0.019, 0.013, 
0.006, 0.003, 0.003 
0.04 4 
0.969, 0.019, 0.009, 
0.003 
0.03 KX184741 - KX184749 
AvBD7 160 6 
0.884, 0.031, 0.031, 0.028, 
0.022, 0.003 
0.13 4 
0.955, 0.022, 0.019, 
0.003 
0.05 KX184750 - KX184755 
AvBD8 154 18 
0.726, 0.094, 0.048, 0.048, 
0.023, 0.013, 0.006, 0.006, 
0.006 , 0.003, 0.003, 0.003, 
0.003, 0.003, 0.003, 0.003, 
0.003, 0.003 
0.21 9 
0.816, 0.103, 0.058, 
0.006, 0.003, 0.003, 
0.003, 0.003, 0.003 
0.14 KX184756 - KX184773 
AvBD12 159 12 
0.774, 0.094, 0.091, 0.009, 
0.006, 0.006, 0.003, 0.003, 
0.003, 0.003, 0.003, 0.003 
0.04 6 
0.874, 0.097, 0.013, 
0.009, 0.003, 0.003 
0.01 KX184774 - KX184785 
AvBD13 159 9 
0.541, 0.368, 0.050, 0.019, 
0.006, 0.006, 0.003, 0.003, 
0.003 
0.10 4 
0.984, 0.009, 0.003, 
0.003 
0.02 KX184786 - KX184794 
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Spatial distribution of genetic variation 
We randomly assigned individuals captured both in 2013 and 2014 (N = 26) to a single year 
and sampled them only once. We conducted an analysis of molecular variance (AMOVA) 
using Arlequin 3.5 (Excoffier & Lischer 2010) to assess the level of differentiation between 
years. The AMOVA test revealed no genetic differentiation between 2013 and 2014 (see 
Supplementary Table S4). We conducted a second AMOVA to assess the level of 
differentiation of each gene among agricultural intensification habitats (intensive or non-
intensive) and farms (10 levels). For each gene, we tested whetherthe proportions of genotypes 
found in intensive farmlands were significantly different from those found in non-intensive 
farmlands using a Chi-squared test that including all genotypes for a given gene. 
We assessed the presence of spatial autocorrelation in allele-frequency distributions at each 
gene using GenAlEx 6.5 (Peakall & Smouse 2012). Autocorrelation coefficients (r) were 
computed for 10 distance classes of 10 km each to cover the minimum and maximum 
distances between two farms (min: 2.7 km; max: 92.8 km; mean (SD): 41.2 (22.7) km). Five 
datasets were tested: females only, males only, 2013 only, 2014 only and all individuals 
together. We obtained two-tailed 95% confidence intervals based on 999 permutations.  
We conducted generalized linear models (GLMs) with a binomial error distribution and logit 
link function to assess how agricultural intensification affected heterozygosity. Heterozygosity 
was treated as binomial (homozygote: 0, heterozygote: 1) for each genotype, and a model was 
run for each gene separately. Type of agricultural intensification was defined as a categorical 
variable: intensive or non-intensive. We repeated these same analyses and restricted them to 
non-synonymous SNPs, and resulting alleles and genotypes, because we expected selective 
pressures to be stronger on alleles that produce peptides with potentially different 
antimicrobial efficiency.  
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We computed an estimate of individual genetic diversity by combining the six β -defensin 
genes and calculating multi-locus heterozygosity (MLH), which represents the proportion of 
heterozygous loci for each individual (Bancroft et al. 1995). MLH did not follow a normal 
distribution for both datasets (i.e., synonymous and non-synonymous SNPs and non-
synonymous SNPs only). Therefore, we conducted a non-parametric Wilcoxon test to assess 
for differences in MLH between intensive and non-intensive farmlands. All analyses were 
performed using R version 3.1.2 (R Development Core Team 2014). 
Results 
Genetic variation and selection 
All sequences showed the β-defensin motifs after being translated into amino-acids (i.e. Xn-C-
X4-6-C-X3-5-C-X9-10-C-X5-6-CC-Xn, van Dijk, Veldhuizen & Haagsman 2008). The six 
investigated AvBD genes featured allelic variation, with 6 to 18 different alleles per gene 
(Table 1). All genes had alleles with non-synonymous substitutions, and thus potential, 
functionally different peptides (Table 1). None of the overall allele frequencies at any gene 
deviated from Hardy-Weinberg equilibrium after performing Bonferroni correction for 
multiple comparisons (Table 2). All genes showed negative Tajima’s D values, but all of them 
were non-significant (Table 2).  
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Table 2 Statistics of nuclear diversity of the peptide coding of six β-defensin genes in a 
population of breeding tree swallows in southern Québec in 2013 and 2014. Number 
in parenthesis correspond to the length of the sequences in base pairs (bp). H-W 
corresponds to p-values obtained when assessing deviation from Hardy-Weinberg 
equilibrium. Fis statistics obtained according to Weir and Cockerham (1984) as 
implemented in GENEPOP. Tajima's D were calculated using DnaSP v5, none of 












AvBD2 (133) 0.12 0.08 5 3 -1.17 
AvBD4 (114) 0.60 -0.08 2 3 -0.66 
AvBD7 (150) 0.12 -0.07 2 3 -1.28 
AvBD8 (130) 0.30 -0.08 3 5 -1.10 
AvBD12 (176) 0.47 -0.04 2 4 -1.02 
AvBD13 (120) 0.06 0.13 3 3 -0.58 
 
Genetic variation distribution 
The AMOVA analyses showed no genetic differentiation between intensive and non-intensive 
farmlands (Table 3). The only tendency for a genetic differentiation among farms was found at 
the AvBD8 gene, for which 1.77% of the genetic variance was explained by farm identity. 
However, this difference became non-significant after Bonferroni correction for multiple 
comparisons.  
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Table 3 AMOVA analyses assessing the levels of differentiation of each β-defensin 
gene between intensive and non-intensive farmlands (as group levels) and 
among farms (as population levels) in a population of tree swallows breeding in 















AvBD2 Among groups 1 0.351 -0.0002 -0.07 0.34 
  
Among pop within 
groups 
8 2.938 -0.0030 1.05 0.17 
  Within pop 296 82.688 0.2794 99.02 0.17 
AvBD4 Among groups 1 0.056 -0.0008 -0.30 0.78 
  
Among pop within 
groups 
8 1.482 -0.0022 -0.87 0.72 
  Within pop 308 77.651 0.2521 101.17 0.76 
AvBD7 Among groups 1 0.095 0.0002 0.15 0.27 
  
Among pop within 
groups 
8 0.592 -0.0013 -1.14 0.96 
  Within pop 310 35.279 0.1138 100.99 0.95 
AvBD8 Among groups 1 0.325 -0.0010 -0.33 0.47 
  
Among pop within 
groups 
8 3.629 0.0053 1.77 0.02 
  Within pop 304 87.91 0.2950 98.55 0.03 
AvBD12 Among groups 1 0.164 0.0002 0.09 0.34 
  
Among pop within 
groups 
8 1.165 -0.0025 -1.15 0.88 
  Within pop 308 68.895 0.2237 101.06 0.90 
AvBD13 Among groups 1 0.032 -0.0013 -0.41 0.92 
  
Among pop within 
groups 
8 2.040 -0.0025 -0.77 0.70 
  Within pop 314 102.497 0.3328 101.17 0.78 
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Spatial autocorrelation analyses revealed no spatial structure in allele distributions (Fig. 2, and 
Supplementary Fig. S1), except for some genes, for which results depended on the dataset 
used (all data, females, males or 2013, 2014). However, the significance of r coefficients 
became non-significant after Bonferroni corrections. When comparing the proportions of 
genotypes for a given gene between intensive and non-intensive farmlands (see 
Supplementary Fig. S2) using a Chi-squared test, none of the 6 genes showed differences in 
distribution (results not shown). 
The proportion of heterozygote individuals did not differ between intensive and non-intensive 
farmlands when using synonymous and non-synonymous SNPs, as well as non-synonymous 
SNPs only (see Supplementary Table S5). An exception was found for the AvBD4 gene, 
which showed significant differences between intensive and non-intensive farmlands using 
both synonymous and non-synonymous SNPs, however, this result became non-significant 
after Bonferroni correction for multiple comparisons. Individual MLH was not related to 
agricultural intensification in either the dataset including synonymous and non-synonymous 
SNPs (Wilcoxon test = 3175, p = 0.95) or the dataset including only non-synonymous SNPs 
(Wilcoxon test = 3074, p = 0.67).  
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Figure 2 Spatial autocorrelation analysis for six β-defensin genes of tree swallows 
breeding in Québec, Canada, in 2013 and 2014. All individuals (including both 
sexes over both years) were tested for 10 distance classes (in km). 95% 




In this study, we investigated intra-specific variability at β-defensin genes and its spatial 
distribution in a declining population of tree swallows. Five out of the nine possible primers of  
avian β -defensin genes were successfully adapted to tree swallows, and one primer was used 
without modification as described by Hellgren and Sheldon (2011). We found that the six 
investigated loci had between four and nine non-synonymous alleles, which meant that 
different forms of mature β-defensin peptides could result from those alleles in tree swallows. 
Furthermore and contrary to our prediction, we found no differences in spatial genetic 
structure at β-defensin genes between two vast regions under contrasting levels of agricultural 
intensification. 
β-defensin genes variability 
As mentioned by Hellgren (2015), the short size of the mature peptide and the few 
substitutions across the exon reduce our capacity to detect potential selection acting on these  
genes. Interestingly, the strongest signal for balancing selection was found for AvBD2 and 
AvBD7 (Tajimas'D values >1) in great tits (Hellgren 2015), whereas in this study, AvBD2 and 
7 showed the highest negative Tajimas'D values, although not significant. While this trend 
could suggest a negative selective pressure at β­defensin genes in tree swallows, more 
investigations are needed to reach clearer conclusions. For example, it would be interesting to 
compare this measure of selection with patterns obtained on neutral regions and to determine 
the nucleotides shared by the two species to assess the presence of a difference in selective 
pressures between great tits and tree swallows. A study on several waterfowl species used 
those methods and found purifying selection for several AvBD genes (Chapman et al. 2016). 
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While it is tempting to compare the number of alleles present in tree swallows with those 
reported in great tits by Hellgren (2015), one has to be cautious with such comparisons when 
allele numbers are based on different sample sizes (Gilroy et al. 2016). For example, the 
relationship between allele discovery and the number of sequenced individuals is not linear, 
but rather asymptotic, as rare alleles may require a lot more individuals to be detected. When 
applying a rarefaction curve approach to estimate the number of alleles discovered had we 
only sampled 40 individuals, as sampled by Hellgren (2015), we found that the number of 
non-synonymous SNPs was approximately the same between the two species (see 
Supplementary Table S6). Obviously, this is a very crude comparison, and these species 
undoubtedly differ due to several other ecological/species-specific differences. 
When comparing the SNPs we obtained for tree swallows to those obtained by Hellgren 
(2015) for great tits, we found three non-synonymous SNPs in common when comparing 
sequences of the four β-defensin genes shared between the two species (see Supplementary 
Table S6). Hellgren (2015) showed that allelic variation caused by non-synonymous SNPs 
lead to changes in the net-charge and hydrophilicity of the produced peptide, which can 
impact the killing efficiency or the growth inhibition of pathogens. This suggests that the 
similar non-synonymous SNPs found in tree swallows may also have an impac t on peptide 
properties and killing efficiency. In addition, the non-synonymous SNP shared by the two 
species in the AvBD7 gene had the same position but not the same nucleobase. Interestingly, 
this non-synonymous SNP in great tits produces β-defensin peptides with different properties 
in vitro (Hellgren et al. 2010), and this possibility would be interesting to be investigated in 
tree swallows.  
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Spatial genetic structure at β-defensins 
We assessed the spatial distribution of β-defensin alleles and the potential link between 
agricultural intensification and their distribution. Previous studies on our swallow population 
have shown a negative association between intensive farmlands and fitness-related traits, such 
as fledging success (Ghilain & Bélisle 2008; Porlier et al. 2009). Immune responses were also 
shown to be affected by agricultural intensification, and researchers have hypothesized that 
those differences could be due to genetic effects (Pigeon et al. 2013; Schmitt et al. 2016). Two 
other landscape genetic studies of this population found a non-random distribution across the 
agricultural gradient for both neutral and functional genetic markers. First, Porlier et al. (2009) 
found that individuals with higher internal relatedness, based on neutral microsatellites, were 
more likely to be found in non-intensively cultivated landscapes. Second, Bourret & Garant 
(2015) observed a longitudinal cline for a gene involved in the timing of reproduction 
(NPAS2) in females. Hence, we expected that at least some of the six investigated β-defensin 
genes would show a non-random spatial distribution. Contrary to our expectation, we found no 
pattern of spatial genetic structure, and neither heterozygosity nor MLH were related to 
agricultural intensification. Despite a lack of association between variation at β-defensin genes 
and an environmental factor, it is possible that agricultural intensification plays a role in the 
relationship between genetic effects and fitness-related traits. For instance, there are 
differences in morphological and reproductive traits depending on the level of agricultural 
intensification in tree swallows (Lessard et al. 2014), and it is possible that the effects of the 
variation at β-defensin genes on those traits, if they exist, vary with agricultural intensification. 
Those potential relationships would explain why we did not observe an effect of agricultural 
intensification on the distribution of β­defensin genes. Such relationships have already been 
shown for the adaptive immune MHC genes in wild birds (e.g., Loiseau et al. 2011; Radwan et 
al. 2012) and remain to be tested in tree swallows.  
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Conclusion 
Interest in β­defensin genes has increased over the past few years. Our study represents one of 
the rare investigations of the amount of intra-specific variability at β­defensin genes and how 
this variability is distributed in a wild bird population. More studies will be required to explain 
how this variability is maintained. Understanding how variations at β­defensin genes are 
related to fitness-related traits will provide key insights on the evolutionary dynamics of 
β­defensin genes. Studies focusing on the effect of non-synonymous SNPs on pathogen 
susceptibility and immune responses should bring insights on the maintenance of variations at 
β­defensin genes and its consequence on wild populations.  
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Table S1 Fragment size and primer sequences for the five AvBD genes specific to tree 
swallows. F: Forward; R: Reverse. 
Gene Size (pb) Primer sequence (5’-3’) 
AvBD4 114 F :AAGGTAGAAGCTTGGCAAGACCC 
R :TGGGGAGTTATCTTTGCCCCAGA 
AvBD7 150 F :GCCATGAGGATCCTTCACCT 
R :GATATGAGCCATTCCCACGGAGA 
AvBD8 130 F :GCCATGCTACAACCTGGATTGTTC 
R :GGAATAGATGAGGCCCCTTCCAAC 
AvBD12 176 F :GGAAGATGGTGCCAGAAGGAACTC 
R :CCCACAAAATCTCCTTCCCAACAG 
AvBD13 120 F :TAGGTTTTGGGGCTCTGAGTAGGT 
R :CGGACCCAGCAGGACATAGAAAAC 
 
Table S2 PCR reaction used for the five AvBD genes specific to tree swallows. 
Reagent [PCR] 1X (µL) 
H2O - 7.9 
PCR Gold Buffer 10X 1X 2.5 
MgCl2  (25mM) 1.5 mM 1.5 
dNTPs (1mM each) 0.2 mM 5 
Forward primer (10uM) 0.6 µM 1.5 
Reverse primer (10uM) 0.6 µM 1.5 
AmpliTag Gold (5U/µL) 0.5 U 0.1 
DNA (5ng/µL) 25-30 ng 5 
Total volume - 25 
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Table S3 PCR conditions used for the five AvBD genes of tree swallows. 
Step Temperature 
(°C) 
Time (min) Number cycles 
Incubation 95 2:00 1 cycle 
Denaturation 94 0:30  
Annealing 55 0:30 35 cycles 
Elongation 72 1:00  




Table S4 AMOVA analyses assessing the levels of differentiation of each β-defensin 
gene between years (2013 and 2014, as group levels) and among farms (as 















AvBD2 Among groups 1 0.603 0.0021 0.73 0.17 
  
Among pop within 
groups 
17 4.873 0.0005 0.16 0.43 
  Within pop 291 81.262 0.2792 99.10 0.32 
AvBD4 Among groups 1 0.040 -0.0009 -0.36 0.85 
  
Among pop within 
groups 
17 3.225 -0.0039 -1.56 0.81 
  Within pop 299 75.924 0.2539 101.92 0.84 
AvBD7 Among groups 1 0.098 -0.0001 -0.06 0.40 
  
Among pop within 
groups 
17 1.864 -0.0002 -0.18 0.54 
  Within pop 301 34.003 0.1129 100.24 0.55 
AvBD8 Among groups 1 0.305 -0.0002 -0.05 0.27 
  
Among pop within 
groups 
17 5.500 0.0016 0.54 0.28 
  Within pop 289 86.055 0.2977 99.51 0.41 
AvBD12 Among groups 1 0.334 0.0008 0.38 0.17 
  
Among pop within 
groups 
17 3.494 -0.0010 -0.45 0.60 
  Within pop 299 66.395 0.2221 100.07 0.55 
AvBD13 Among groups 1 0.815 0.0025 0.76 0.12 
  
Among pop within 
groups 
17 6.922 0.0051 1.52 0.16 




Table S5 Estimates from generalized linear models with a binomial error distribution and 
logit link function testing the effect of agricultural intensification (intensive or 
non-intensive) on heterozygosity of tree swallows breeding in southern Québec 
in 2013 and 2014. Estimates are given for the intensive category compared to 
the non-intensive farmland category. Two models were run for each gene, first 
using synonymous and non-synonymous alleles (overall) and then only non-
synonymous alleles (non-synonymous). Bonferroni correction corresponds to 
α=0.008. 




AvBD2 overall -0.273 0.328 0.83 0.40 
 non-synonymous -0.128 0.332 0.39 0.70 
AvBD4 overall 0.687 0.322 2.13 0.03 
 non-synonymous 1.022 0.709 1.44 0.15 
AvBD7 overall -0.081 0.376 0.22 0.83 
 non-synonymous 0.364 0.503 0.72 0.47 
AvBD8 overall -0.125 0.322 0.39 0.70 
 non-synonymous 0.175 0.341 0.51 0.61 
AvBD12 overall -0.020 0.324 0.06 0.95 
 non-synonymous -0.142 0.381 0.37 0.71 
AvBD13 overall -0.279 0.318 0.88 0.38 




Table S6 Number of overall and non-synonymous alleles in six β-defensin genes found in 
a tree swallow population (Québec) and a great tit population (UK; N = 40, data 
from Hellgren 2015), and number of SNPs shared by the two populations. The 
average number of non-synonymous alleles in tree swallows is an estimation 































AvBD2 (155) 8 5  2.96 2 2 0 
AvBD4 (159) 7 4 2.66 4 3 1 
AvBD7 (160) 6 4 3.07 8 2 1 
AvBD8 (154) 18 9 4.74 NA NA NA 
AvBD12 (159) 12 6 3.77 9 3 1 





Figure S1 Spatial autocorrelation analysis for six β-defensin genes of tree swallows 
breeding in southern Québec in 2013 and 2014. Individuals were tested for 10 
distance classes (in km), using databases composed of females only (open 
squares), males only (full squares), individuals sampled in 2013 only (open 
circles) and in 2014 only (full circles). 95% confidence intervals are presented 






Figure S2 Barplots comparing the proportions (%) of individuals in each genotype 
category between intensive and non-intensive farmlands for the six β-defensin 
genes found in tree swallows breeding in southern Québec in 2013 and 2014.  
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Chapitre 4  
 
LIENS ENTRE LA VARIATION DE GÈNES DE Β-DEFENSINE ET TRAITS 
PHÉNOTYPIQUES 
Description de l’article et contribution  
Les peptides de β­défensine ont été étudiés en milieu contrôlé pour leurs capacités 
bactéricides. La variation des gènes de β­défensine peut avoir des impacts sur la capacité 
bactéricide de ces peptides. Toutefois, aucune étude ne s'était encore intéressée aux liens entre 
la variation génétique et les réponses immunitaires qui découlent de l'utilisation de ces 
peptides. Après avoir montré que la capacité bactéricide était influencée par l'intensification 
agricole et que les gènes de β­défensine présentaient de la variation, j'ai examiné si cette 
variation génétique pouvait être associée à la variation observée dans la réponse immunitaire. 
En effet, il est possible que la mesure d'habilité bactéricide des individus dépende en partie de 
l'efficacité des peptides de β­défensine. En plus de la capacité bactéricide, la variation 
génétique peut être associée avec d'autres traits phénotypiques, comme des traits reliés à la 
reproduction des individus. Je me suis aussi demandé si la variation génétique pouvait être 
associée à la présence de bactéries à la surface des œufs, car certains peptides de β­défensine 
ont été retrouvé dans la coquille d'œufs chez certaines espèces aviaires. Dans cet article, je 
montre que la variation de certains des gènes de β­défensine est associée avec la capacité 
bactéricide, mais aussi avec la présence de bactéries à la surface des œufs, tout en notant que 
ces associations sont faibles. Je montre aussi que la capacité bactéricide des adultes est reliée 
positivement avec le succès d'envol de leurs oisillons. 
Pour ce travail, l'idée de cet article a émergé dès le début de ma thèse. Elle a ensuite été 
développée avec Fanie Pelletier et Dany Garant. J'ai utilisé les données que j'avais déjà 
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amassées pour le Chapitre 2 et 3. J'ai mené les analyses avec l'aide de Cédric Frenette-
Dussault en partie, et j'ai rédigé une première version du manuscrit. Fanie Pelletier et Dany 
Garant ont ensuite corrigé plusieurs versions du manuscrit. Marc Bélisle a participé à la 
révision de l'article.  
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Linking innate immunogenetic variation with phenotypic traits in a wild population of 
tree swallows, Tachycineta bicolor 
Accepté le 10 février 2017 dans Biological journal of the Linnean Society 
Clarence Schmitt, Dany Garant, Marc Bélisle, Fanie Pelletier 
Abstract 
Unravelling the genetic basis of phenotypic variation among individuals is an important step 
in our understanding of evolution. Recent studies of innate immune genes, such as 
β­defensins, revealed that these genes had high levels of polymorphism. However, researchers 
have yet to quantify the effects of such variability on immune responses and fitness-related 
traits in wild populations. In this study, we assessed how the variability at six avian β­defensin 
(AvBD) genes was linked to an immune function and reproductive success in adult tree 
swallows (Tachycineta bicolor). We investigated the links between genetic variations using 
single nucleotide polymorphisms at AvBD genes, immune function as the bacterial killing 
ability (BKA) and fledging success. We assessed how female immunogenetics were linked to 
eggshell bacteria presence in their clutches and hatching success. We found weak associations 
between AvBD genes, BKA and eggshell bacteria presence. Our results suggested that 
homozygosity at some loci may be advantageous for defence against bacteria. Variability at 
β­defensin genes was not related to either hatching or fledging success. BKA of parents was 
positively linked with fledging success. More studies are needed to assess whether or not 
β­defensin genes are significantly impacting fitness-related traits in wild populations.  
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Introduction 
Establishing the links between genetic and phenotypic variations at the individual level is a 
critical step to improve our understanding of ecological and evolutionary processes (Feder & 
Mitchell-Olds, 2003; Ellegren & Sheldon, 2008). Studies have tried to identify genes that can 
explain variation in immune responses observed within species (Sadd & Schmid-Hempel, 
2009) and differences in pathogen susceptibility and host resistance (Hill, 1998, 2006). 
Linking genetic diversity, immune responses and pathogen resistance is crucial for 
understanding host-parasite coevolution (Carius, Little, & Ebert, 2001) and for conservation 
purposes (Smith, Belov, & Hughes, 2010), since those relationships can have consequences on 
fitness in wild populations. 
Associations between variation at immune genes and fitness-related traits have been 
extensively investigated using the major histocompatibility complex (MHC). The family o f 
MHC genes are involved in adaptive immune responses and show high variability among 
vertebrates (Klein, 1986). This variability has been associated with resistance to pathogens in 
many species. A study on Chinook salmon (Oncorhynchus tshawytscha) showed that 
heterozygous individuals at specific alleles had higher resistance to bacterial infections (Evans 
& Neff, 2009). Variation at MHC genes was associated with fitness-related traits, such as 
survival: in great tits (Parus major), one MHC supertype (grouping MHC alleles based on the 
functional properties of the antigen-binding sites of the peptide predicted from allele 
sequences) was associated with higher survival (Sepil et al., 2013). However, immunity is a 
complex system, and it depends on several aspects, such as host susceptibility, pathogen 
virulence during an infection, and optimal immune responses, which are most often context-
specific (Viney, Riley, & Buchanan, 2005). To document global patterns and understand how 
selective pressures shape variations at immune genes, it is essential to investigate a variety of 
genetic markers, in addition to MHC genes (Acevedo-Whitehouse & Cunningham, 2006). 
Some non-MHC genes have been found to influence pathogen resistance (Behnke et al., 
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2003). Recent investigations involving innate immune genes, such as β­defensin genes, 
revealed a high variability in their sequences (Jurevic et al., 2002; Luenser & Ludwig, 2004) 
that could have an impact on immunity and fitness-related traits. 
Defensin peptides are cationic peptides produced by immune and epithelial cells implicated in 
innate immune functions (Lehrer & Ganz, 2002). They target and directly destruct a variety of 
pathogens due to their broad-spectrum antimicrobial activity, but they also play different roles 
in the modulation of immune functions of both the innate and adaptive immune system 
(Cuperus et al., 2013). Those aspects make defensin genes ideal targets to understand the link 
between genetic variability, phenotype and fitness (Hughes, 1999). Variation in defensin genes 
has been linked to diseases in humans, such as HIV (Hardwick et al., 2012) and psoriasis 
(Stuart et al., 2012). Variability of defensin genes has also been a subject of interest in the 
animal production industry (e.g., in cattle breeding, Kościuczuk et al., 2014), where reducing 
pathogen susceptibility is an important objective. Despite the role that defensin genes can 
play, researchers know little about the association between genetic variation and fitness-
related traits in wild populations. 
There are three families of defensin genes, composed of α, β and θ in vertebrate species, but 
birds only have β­defensin genes (van Dijk, Veldhuizen, & Haagsman, 2008). In domesticated 
chickens (Gallus gallus), β­defensin genes form a cluster of 14 loci at the end of chromosome 
3 (Hellgren & Ekblom, 2010). Avian studies suggested that β­defensin genes have evolved by 
a series of gene duplications and that both positive and negative selective pressures have 
shaped the observed variation (Hellgren & Ekblom, 2010; Cheng et al., 2015). So far, only a 
few studies have quantified allelic variation from single-nucleotide polymorphisms (SNPs) at 
β­defensin genes in wild bird populations, more specifically passerine birds, namely great tits 
(Hellgren, 2015), Seychelles warblers (Acrocephalus sechellensis) and a few other 
Acrocephalus species (Gilroy et al., 2016), waterfowl species (Chapman et al., 2016) and tree 
swallows (Tachycineta bicolor) (Schmitt et al., in press). Synthesized β-defensin peptides 
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based on different alleles from a subsample of individuals collected in a wild population of 
great tits revealed different antimicrobial ability (Hellgren, Sheldon, & Buckling, 2010). Even 
though there is a great opportunity to relate innate immune genetic variation with immunity 
and fitness-related traits, it remains, to our knowledge, to be investigated in wild populations.  
Assessing immune functions in wild passerine birds is logistically difficult, because only a 
small volume of blood can be sampled per individual and the recapture of individuals is not 
always possible (Salvante, 2006; Boughton, Joop, & Armitage, 2011). A measure that could 
capture part of the immunological efficiency of β­defensin peptides against pathogens is the 
bacterial killing ability (BKA), an assay which estimates the capacity to kill microorganisms 
using small samples of blood or plasma (Matson, Tieleman, & Klasing, 2006; Millet et al., 
2007; Tieleman et al., 2010). When using plasma, the antimicrobial activity is due to several 
soluble proteins, such as natural antibodies, the complement enzyme cascade and lysozyme 
activity (reviewed in Matson et al., 2006). β­defensin peptides are found in numerous tissues 
(van Dijk et al., 2008) and fluids (Tiszlavicz et al., 2012; Diao et al., 2014) and they are likely 
playing a role in this immune function. BKA was shown to vary among individual birds 
(Merrill et al., 2014; Schmitt et al., 2016), which suggested that it may provide insights into 
the effects of individual genetic makeup on the performance of individuals in different states 
or environmental conditions. 
In this study, we assessed how the variability of SNPs at six avian β­defensin genes (e.g. 
AvBD2, 4, 7, 8, 12 and 13 - nomenclature from Lynn et al. (2007)) was linked to immune 
function and reproductive success in a wild population of tree swallows in southern Québec, 
Canada (Fig. 1). There are at least 13 β­defensin genes in avian species (van Dijk et al., 2008), 
but we focused on 6 previously studied genes in tree swallows (Schmitt et al., in press). First, 
we investigated the link between variability of SNPs and BKA of breeding adult tree swallows 
(Fig. 1A). As both positive and negative selection have modulated variations at β­defensin 
genes in other species (Hellgren & Ekblom, 2010; Cheng et al., 2015), we could predict the 
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detection of either heterozygous and/or homozygous advantage in our study species. We 
investigated the link between variation at β­defensin genes and fledging success, as well as the 
association between BKA and fledging success (Fig. 1A). Immune functions are energetically 
costly to maintain, especially when organisms face limited energy resources (Lochmiller & 
Deerenberg, 2000). In this context, life-history theory predicts trade-offs between different 
costly functions (Sheldon & Verhulst, 1996), such as immunity (Neve et al., 2007), 
reproduction and survival (Hasselquist & Nilsson, 2012). Female tree swallows showed a 
negative trade-off between immune response and investment in reproduction when clutch 
sizes were experimentally enlarged (Ardia, 2005). However, this trade-off was modulated 
depending on the populations of tree swallows under study, suggesting that environmental 
conditions can modify the relationship between self-maintenance and reproductive efforts 
(Ardia, 2005). Researchers studying little penguins (Eudyptula minor) (Evans, Dann, & 
Frankel, 2015) and common eiders (Somateria mollissima) (Neggazi et al., 2016) suggested 
that BKA was likely constrained by energetic trade-offs, because it declined between the 
incubation and chick rearing periods. Therefore we expected a negative relationship between 
the parents' BKA and the fledging success of their clutch. β­defensin peptides were detected in 
uterus and oviduct tissues (van Dijk et al., 2008) and are incorporated in the eggshell (Mageed, 
Isobe, & Yoshimura, 2009). Hence, we assessed whether variations at β­defensin genes of 
female tree swallows could influence the occurrence of pathogens at the eggshell surface once 
eggs were laid and the potential consequences of eggshell bacteria load on hatching success 
(Fig. 1B). Finally, we assessed whether maternal allelic variability at six β­defensin genes was 
correlated with hatching success (Fig. 1B). AvBD12 was shown to be expressed in oviducts 
and uterus (van Dijk et al., 2008), so variation in this gene should be linked with the presence 
of eggshell bacteria and potentially with hatching success. Inter-specific comparisons showed 
that hatching success was negatively associated with eggshell bacteria loads (Soler et al., 
2012). It should be possible to observe the same pattern at the intra-specific level.  
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Figure 1 Diagrams illustrating the main objectives of this study. We assessed (A) the 
relationships between the variations at β­defensin genes, BKA and fledging 
success of both male and female adult tree swallows in southern Québec, 
Canada, in 2013 and 2014. Secondly (B), we assessed the relationships between 
variations at β­defensin genes, eggshell bacteria load and hatching success of 




Study area and system 
We sampled adult tree swallows from a wild population breeding in southern Québec in 2013 
and 2014. This population has been monitored since 2004 using a nest-box network located on 
40 farms (10 nest boxes per farm) over an area covering approximately 10 200 km² (Ghilain & 
Bélisle, 2008). We used a subsample of 10 farms located in two contrasted habitats, where 6 
farms were located in intensive farmlands (high coverage of corns, soybeans and cereals) and 
4 farms in non-intensive farmlands (high coverage of hayfields, pastures and fallows, see 
Schmitt et al. (2016) for details on classification of farmland types). Nest occupancy is 
generally lower in intensive farmlands (Ghilain & Bélisle, 2008), which explains why we had 
to use a larger number of intensive farms to obtain similar sample sizes in both habitats. A 
total of 71 and 89 individuals were captured in 2013 and 2014, respectively (95 females and 
65 males). To avoid repeated measures, individuals present in both years (N=26) were 
randomly assigned to one year. 
Each nest box was visited every 2 days during the reproductive season to monitor breeding 
activities. We recorded laying date (Julian date of the first egg), clutch size (general ly between 
4 and 7 eggs, Ghilain & Bélisle, 2008), number of hatched eggs and number of fledglings (i.e., 
fledging success). Female tree swallows were captured at least once during incubation, which 
started around 12 days after laying date, and males were captured during nestling food 
provisioning. The sex of individuals was confirmed by genetic analyses (Lessard et al., 2014). 
Minimum age was estimated based on the first year in which individuals were captured: males 
and brown females were considered as being one year old when first captured, whereas 
green/blue females were considered as being a minimum of 2 years old. With this method, we 
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had 62 one-year-olds, 56 two-years-olds, 26 three-years-old and 16 four to seven-years-olds 
(see Schmitt et al., 2016 for more details). 
Blood sampling 
Blood samples were collected from the left brachial vein using heparinized capillaries for the 
microbicidal ability (see below). The bleeding site was sterilized by swabbing it with 70% 
ethanol before a minimum of 50 µL of blood was collected. Capillaries were kept on ice and 
centrifuged within 30 min of sampling. Centrifugation lasted 7 min at 14 500 g using a LWS 
M24 Hematocrit Centrifuge (LW Scientific, Lawrenceville, Georgia, USA). Plasma was then 
separated from the other blood components using micropipettes and stored in microtubes. 
Plasma samples were kept at 4°C between 6 to 8 h and then frozen at -80°C (for a maximum 
of 2 months) until used for microbicidal ability assays. Blood samples collected on filter paper 
(Qualitative P8 grade, Fisher Scientific) were used for genetic analyses. DNA was extracted 
from dried blood using a salt extraction method (see Porlier et al. 2009 for details). DNA 
concentration of extracted samples was determined by migration on 1% agarose gel. 
Bacterial Killing Ability 
We measured the BKA of tree swallow plasma in vitro using a modified assay from the 
protocol developed by Morrison et al. (2009). Our preliminary analysis confirmed the 
presence of β­defensin peptides in the plasma of tree swallows (see Supporting information 
A), thus it was possible that the antimicrobial activity of this medium was partly due to the 
presence of defensin peptides. This assay gave a proportion of CFU (Colony Forming Units) 
killed by plasma compared to a control without plasma (see Schmitt et al., 2016 for details). A 
calibration of the assay for tree swallows was performed in 2010 and gave a BKA ranging 
from 0.6 to 100%, with a median score of 87% (Schmitt et al., 2016). For each new assay, 
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Escherichia coli (ATCC8739) pellets were reconstituted and diluted in Tryptic Soy Broth 
(TSB) solutions to obtain a concentration of 100 CFU per plate on controls. CFU 
concentration was obtained with a bacterial growth curve based on the optical density of the 
broth. The cell culture medium consisted of 9.8 mL of CO2 Independent Medium (Life 
Technologies, Grand Island, USA) and 200 µL of 200 mM L-Glutamine (Wisent Inc., 
Montréal, Canada). Reaction solutions were made by successively adding 5 µL of plasma and 
20 µL of strain cultures to 95 µL of cell culture medium. The reaction and control solutions 
were incubated at 40°C during 45 min before plating 50 µL on TSB plates in duplicates. Plates 
were then incubated at 40°C for 24 h before counting CFU. BKA score was calculated as [1- 
(average number of surviving CFU on an individual’s plates/average number of CFU on 
control plates)] x 100. 
Eggshell bacteria 
Our protocol for estimating eggshell bacteria load was adapted from Peralta-Sanchez et al. 
(2010). Briefly, eggshell bacteria were sampled when clutch size was between 3 and 5 eggs, 
and before incubation started. All eggs from one clutch were sampled with the same sterile 
swab previously dampened in sterile sodium phosphate buffer (0.2 M; pH 7.2). The swab was 
then put in a microtube containing 0.8 mL of sterile sodium phosphate buffer and stored at 
4°C until laboratory analyses, which typically occurred a few days after collection. After being 
shaken vigorously, we spread 100 µL of this solution on three types of solid growth media in 
duplicates: a general medium, Tryptic Soy Agar (TSA), in which heterotrophic bacteria 
develop, and two specific media, Hecktoen Enteric Agar (HK) for Gram negative bacteria of 
the family Enterobacteriaceae and Vogel-Johnsson Agar (VJ) for Staphylococcus bacteria. 
We counted CFU after the plates were incubated for 72 h. Eggshell bacteria was estimated as 
CFU per egg by dividing the mean number of CFU of the duplicate plates by the number of 
sampled eggs in the clutch (see Schmitt et al., 2016 for more details). 
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Genetic analysis 
Primers used to amplify the 6 AvBD genes were designed to amplify the third exon of 
β­defensin genes, which code for a part of the propiece and a major part of the mature peptide 
(van Dijk et al., 2008). AvBD2 primers were designed by Hellgren & Sheldon (2011) for 
several passerine birds. The five other primers were designed specifically for tree swallows to 
have full forward and reverse sequences for detecting SNPs on both sequences: based on 
primers developed by Hellgren & Sheldon (2011), new primers were designed based on a 
partially sequenced tree swallow genome (for more details, see Schmitt et al., in press). We 
amplified sequences on a GeneAmp PCR 9700 thermocycler (Applied Biosystems). 
Amplifications of AvBD2 were carried out following the PCR reaction from Hellgren and 
Sheldon (2011). For the remaining five AvBD genes, amplifications using the specific tree 
swallow primers were carried out in 25-µL reactions, using a unique PCR reaction (Schmitt et 
al., in press). We used 2.5% agarose gels to visualize the quality of amplifications.  
PCR products were sent to the Plateforme de séquençage et de génotypage des génomes of the 
Centre de recherche du CHUL (Québec, Canada) for sequencing on an ABI 3730xl (Applied 
Biosystems). Chromatograms of each gene for each individual were visually inspected to 
detect double peaks that would indicate allelic variation in the form of SNPs. Amino acid 
sequences were translated to assess whether SNPs were synonymous or non-synonymous. 
Alleles were determined separately for each gene by deducing unique allele variants with 
homozygous individuals. Heterozygous alleles differing by more than one SNP were identified 
by subtracting the first or second most common allele in the dataset. We used three genetic 
variables: multilocus heterozygosity, single-locus heterozygosity and genotype. Overall 
multilocus heterozygosity was calculated as the average of heterozygosity from all loci, and 
single-locus heterozygosity was a binary variable indicating heterozygosity (1) or 
homozygosity (0) at each locus. Genotypes were determined by the combination of detected 
alleles deduced from the composition of SNPs. 
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Genetic variables 
The first part of the analysis was carried out using a dataset with only non-synonymous SNPs 
to focus specifically on changes in the sequences that could lead to differences in the 
efficiency of the β­defensin peptides to kill pathogens. In a second part, we conducted 
analyses using the dataset containing only synonymous SNPs. Even if synonymous SNPs were 
not affecting the composition of the amino acids in peptides, researchers showed that 
synonymous SNPs could be involved in disease mechanisms in humans (Chen et al., 2010) 
and also alter the produced peptides through transcription mechanisms (Hunt et al., 2009). 
The three genetic variables, multilocus heterozygosity, single-locus heterozygosity and 
genotypes, were analyzed separately with different models. We tested for linkage 
disequilibrium using the software GenePop 4.4 (Rousset 2008) and found evidence of it in 
pairwise combinations between AvBD2, 7 and 8 (results not shown). Therefore, we used the 
Benjamini-Hochberg procedure to take into account the false discovery rate (Benjamini & 
Hochberg, 1995) when testing for single-locus heterozygosity and genotype effects, because 
each gene was tested separately despite non-independence between explanatory variables. 
This was done using the function p.adjusted in R. Genotypes (see Supporting information, 
Table S1) with four individuals or less were removed following Kloch et al. (2013). We 
excluded the AvBD13 gene from analyses in the dataset containing only non-synonymous 
SNPs, because it showed low polymorphism (97% of 159 individuals had the same genotype). 
We used the homozygous aa genotype (i.e., the most frequent) as the reference category when 
comparing genotypes.  
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Modelling genetic effects on immune related traits 
BKA of adult tree swallows showed a non-normal distribution, with negative values and an 
important proportion of individuals with 100% of CFU killed (see Fig. 1B in Schmitt et al., 
2016). One way to analyse such data is to categorize individuals into groups of low and high 
BKA, as in Rubenstein et al. (2008) and Schmitt et al. (2016). A threshold to categorize low 
(scored 0) and high (scored 1) BKA was selected to reflect individual plasma that killed less 
than or more than 90% of bacteria, respectively, as in Schmitt et al. (2016). Before testing the 
effect of genetic variability on BKA, we built a logistic regression model including variables 
known to affect BKA and simplified the model by removing non-significant variables (α > 
0.05) (Crawley, 2007). In tree swallows, agricultural intensification and individual-specific 
age and sex influenced BKA, and BKA differed between years (Houdek et al., 2011; Schmitt 
et al., 2016). Moreover, BKA varied with capture date in red-winged blackbirds (Agelaius 
phoeniceus) (Merrill et al., 2014) and with the number of CFU used on control plates 
(hereafter CFU number) in red knots (Calidris canutus) (Buehler, Piersma, & Tieleman, 2008) 
and stonechats (Saxicola torquata) (Tieleman et al., 2010). Therefore, we included farmland 
type (categorical: intensive or non-intensive agriculture), year (categorical), estimated age of 
the bird, CFU number and capture date as fixed effects. A total of 76 unique adults were 
captured in intensive farmlands and 84 in non-intensive farmlands during the two breeding 
seasons. The final model contained year, farmland type and capture date as fixed effects (see 
Supporting information, Table S2). We then included those fixed effects in each model that 
quantified the effects of genetic variables on the BKA of adult tree swallows. 
A total of 47 nests that were sampled for eggshell bacteria in 2014 also had females that were 
sequenced for β­defensin genes. The distribution of the number of heterotrophic bacteria 
followed a Poisson distribution for heterotrophic type, but the numbers of Enterobacteriaceae 
and Staphylococcus bacteria were mainly zeros (absence) or small numbers (between 1 and 5 
CFUs). The three eggshell bacteria variables were therefore treated as presence (1) or absence 
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(0) and logistic regression models were used for all analyses. Within this subsample of non-
synonymous SNPs, genotypes with four individuals or less were removed. Three loci had to be 
removed from the analyses due to low polymorphism: there was no polymorphism in AvBD13 
and low polymorphism in AvBD4 (only one female with a different genotype) and AvBD7 
(93.5% of the 47 females had the same genotype). The analyses testing the effect of genetic 
variables on the presence of eggshell bacteria were thus conducted using AvBD2, AvBD8 and 
AvBD12 only. 
Modelling immune related traits and genetic effects on fledging and hatching success 
To explore the associations between β­defensin genes using non-synonymous SNPs, BKA and 
fitness, we used the ratio of the number of fledglings over the number of laid eggs (hereafter, 
fledging success) as a proxy of fitness. A more direct measure of adult survival could have 
been used, such as the yearly return rate, however the return rate of the study population was 
very low: between 2013 and 2014, only 26 (16%) individuals were present in both years. 
Before testing the effect of genetic variability and BKA on fledging success, we buil t a logistic 
regression model controlling for variables known to affect fledging success and simplified the 
model by removing non-significant variables. The initial model included farmland type, year 
and estimated age. In the final model, year was the only fixed effect retained (see Supporting 
information, Table S3). Nest box identity (random effect) was not a significant predictor of 
fledging success in models that included the immune gene variables of males and females 
(Likelihood ratio test, χ²= 0.120, p = 0.73). We used the ratio of the number of hatched eggs 
over the number of laid eggs (hereafter, hatching success) in logistic regression models 
investigating the effects of β­defensin gene variability and the presence of eggshell bacteria on 
female breeding performance.  
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Testing synonymous SNPs only 
When using the dataset containing only synonymous SNPs, we excluded AvBD2 from the 
analyses as it showed low polymorphism (93.5% of the 155 individuals had the same 
genotype, see Supporting information, Table S4). We used the same “control” variables (i.e. , 
years, level of agricultural intensification and capture date) as those selected for the non-
synonymous SNPs model quantifying the effects of genetic variables on BKA (detailed in 
Modelling genetic effects on immune related traits section). We tested the effect of variability 
of β­defensin genes on fledging success, using the same model as described for non-
synonymous SNPs, presence of eggshell bacteria and hatching success using female genotypes 
(detailed in the previous section). Again, we removed genotypes with four or less individuals. 
Therefore, the dataset with females from 2014 used to investigate the association between 
β­defensin genes and the presence of bacteria eggshell was only composed of AvBD4, 
AvBD12 and AvBD13, because polymorphism was too low at the three other loci. 
Results 
Effects of genetic variability on immune related variables 
There was no effect of multilocus heterozygosity at AvBD genes using non-synonymous SNPs 
on BKA after controlling for the effect of year, farmland type and capture date (Generalized 
Linear Model (GLM), estimate = -1.153, SE = 1.307, z = 0.88, p = 0.38). BKA was not 
affected by single-locus heterozygosity at AvBD genes, except for AvBD7, where the 
proportion of individuals with a low BKA was higher for heterozygous individuals than for to 
homozygous individuals (Table 1). More specifically, the 7 individuals with the genotype ac 
from AvBD7 with only low BKA values probably drove this result (see Fig. 2A). There was 
no relationship between genotypes and BKA (Table 2). 
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Table 1 Association between single-locus heterozygosity at AvBD genes with BKA on 
adult tree swallows breeding in southern Québec, Canada, in 2013 and 2014 
(N=160). Fixed effects models with binomial distribution were conducted with 
farmland type, year and capture date as fixed effects. Heterozygosity status was 
coded as 0 for homozygotes and 1 for heterozygotes. Only non-synonymous 
SNPs were considered. Adjusted p-values were calculated using a Benjamini-
Hochberg correction for multiple testing.  
Variables Estimates SE z-value p-value 
Adjusted 
p-value 
AvBD2 Heterozygosity -0.667 0.462 1.44 0.149 0.373 
AvBD4 Heterozygosity -0.138 0.901 0.15 0.879 0.879 
AvBD7 Heterozygosity -2.072 0.886 2.34 0.019 0.095 
AvBD8 Heterozygosity 0.272 0.485 0.56 0.575 0.719 
AvBD12 
Heterozygosity 





Figure 2 Histograms representing: (A) the percentage of adult tree swallows with high 
(> 90% in dark grey) or low (< 90% in light grey) BKA, depending on 
genotype category at AvBD7 β­defensin genes using non-synonymous SNPs. 
(B) represents the percentage of clutches with presence (dark grey) or absence 
(light grey) of heterotrophic eggshell bacteria, depending on the maternal 
genotype at AvBD2 β­defensin genes. (C) represents the percentage of adult 
tree swallows with high (dark grey) or low (light grey) BKA, depending on 
genotype category at AvBD12 β­defensin genes using only synonymous SNPs. 
Sample sizes are shown above each bar.  
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Table 2 Association between genotypes of AvBD genes and BKA of adult tree 
swallows breeding in southern Québec, Canada, in 2013 and 2014 (N=160). 
Fixed effects models with binomial distributions were conducted with farmland 
type, year and capture date. Categories of genotypes were compared to the most 
common category. Only non-synonymous SNPs were considered. Adjusted p-
values were calculated using a Benjamini-Hochberg correction for multiple 
testing. 
Variables Estimates SE z-value p-value 
Adjusted 
p-values 
AvBD2 ab -0.985 0.491 2.01 0.044 0.156 
AvBD2 bb -2.381 1.046 2.27 0.023 0.156 
AvBD4 ab -0.138 0.901 0.15 0.878 0.879 
AvBD7 ab -1.227 1.038 1.18 0.237 0.523 
AvBD8 ab -0.230 0.802 0.29 0.775 0.878 
AvBD8 ac 0.500 0.559 0.89 0.374 0.523 
AvBD12 ab 0.497 0.527 0.94 0.345 0.523 
 
There was no effect of multilocus heterozygosity using non-synonymous SNPs of AvBD 
genes of females on the presence of eggshell bacteria (see Supporting information, Table S5). 
Single-locus heterozygosity was not related to eggshell bacteria, except for AvBD2, where 
heterozygosity was marginally, negatively associated with the presence of heterotrophic 
bacteria (Fig. 2B). Clutches produced by homozygous females aa and bb tended to be less 
likely to present heterotrophic eggshell bacteria than heterozygous females with the ab 
genotype (Table 3). We found no eggshell bacteria for several genotypes (AvBD2, 4 and 13). 
This lack of variation prevented us to include those genotypes in further analyses. Based on 
this reduced dataset, there was no relationship between genotypes and the occurrence of 
eggshell bacteria (see Supporting information, Table S6).  
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Table 3 Association between single-locus heterozygosity on eggshell bacteria for AvBD 
genes of female tree swallows breeding in southern Québec, Canada, in 2014 
(N=47). Fixed effects models with binomial distributions were conducted with 
no additional fixed effects. Heterozygosity status was coded as 0 for 
homozygotes and 1 for heterozygotes. Only non-synonymous SNPs were 
considered. Adjusted p-values were calculated using a Benjamini-Hochberg 
correction for multiple testing. 









































-0.613 1.153 0.53 0.595 0.595 
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Effect of genetic variability on hatching and fledging success 
There was no association between multilocus heterozygosity using non-synonymous SNPs at 
AvBD genes and either fledging (GLM, estimate = 0.048, SE = 0.354, z = 0.14, p = 0.89) or 
hatching success (GLM, estimate = 0.593, SE = 0.536, z = 1.10, p = 0.27). Similarly, single-
locus heterozygosity and genotypes had no effect on both fledging (see Supporting 
information, Table S7 and S8, respectively) and hatching success (see Supporting information, 
Table S9 and S10, respectively). 
Synonymous SNPs 
Using only synonymous SNPs, we found no effect of multilocus heterozygosity on BKA 
(GLM, estimate= -1.121, SE = 1.024, z = 1.09, p = 0.27). There was no effect of genotype on 
BKA (see Supporting information, Table S11), except for AvBD12, where the proportion of 
individuals with a low BKA was higher for genotype ab than aa genotype. However, this 
association became non-significant after adjusting p-values using the Benjamini & Hochberg 
correction. Heterozygosity status was not linked to BKA (see Supporting information, Table 
S12), except for AvBD12, which had a marginal effect on BKA. The proportion of individuals 
with a low BKA was higher in heterozygous individuals than in homozygous individuals (see 
Supporting information, Table S12 and Fig. 2C). None of the three genetic variables affected 
fledging or hatching success, or the occurrence of eggshell bacteria (results not shown).  
Effects of immune related variables on hatching and fledging success 
BKA measured in parents had a positive effect on the fledging success of thei r clutch after 
controlling for the effect of year (GLM, estimate = 0.335, SE = 0.124, z = 2.71, p = 0.007). 
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Individuals with a high BKA had a 10% increase in the probability of fledging one or more 
nestlings (see Fig. 3). This pattern remained when excludi ng failed clutches (N = 35 adults 
with no fledglings): BKA was still positively associated with the number of fledglings when 
controlling for year (GLM, estimate = 0.502, SE = 0.266, z = 1.89, p = 0.061). Eggshell 
bacteria had no effect on hatching success (see Supporting information, Table S13).  
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Figure 3  Boxplots of the proportion of fledging success in the clutch depending on BKA 
of adult tree swallows of the nest in southern Québec, Canada, in 2013 and 
2014. White boxplots represent individuals with BKA < 90% (28 in 2013 and 
69 in 2014) and grey boxplots represent individuals with BKA > 90% (43 adult 




The goal of our study was to investigate the potential effect of variation at β­defensin genes on 
innate immune function and two components of breeding success, namely hatching and 
fledging success. The presence of β­defensin peptides in the plasma of tree swallows 
confirmed that plasma is an appropriate medium to use for investigating such questions based 
on BKA. Overall, we found no strong association between variation at β­defensin genes and 
BKA. BKA of parents was positively associated with the fledging success of their clutch, but 
the presence of eggshell bacteria did not affect hatching success. 
Effects of genetic variability on immune related variables 
We assessed whether the variation at β­defensin genes was linked to the constitutive innate 
immunity of tree swallows as measured through BKA and eggshell bacteria presence. There 
were marginally significant associations between AvBD7 and BKA, as well as AvBD2 and 
eggshell bacteria when using non-synonymous SNPs. It seemed that the homozygous status 
brought an advantage on those immune related variables, which followed our predictions. 
Interestingly, we found a marginally significant association between AvBD12 and BKA using 
only synonymous SNPs, where again the homozygous status seems to be more advantageous. 
Benefits of synonymous mutations could stem from the gene expression pattern because a 
different nucleotide may increase the translation rate (Plotkin & Kudla, 2011; Agashe et al., 
2016), which could thus allow individuals to deal more rapidly with infections. 
An advantage for homozygous individuals was found in montane water voles (Arvicola 
scherman), in which a certain MHC allele was associated with a higher response to 
phytohaemagglutinin (PHA) (Charbonnel et al., 2010), a measure of cell-mediated immune 
function. In the case of β­defensin genes, homozygosity could be advantageous because 
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individuals with both alleles may produce twice as much defensin peptides compared to 
heterozygous individuals. A study in humans showed that the number of copies of β­defensin 
genes was positively linked with the quantity of β­defensin peptides in plasma (Tiszlavicz et 
al., 2012). The number of copies of β­defensin genes has been associated with human diseases 
(Tiszlavicz et al., 2012). A low number of copies was associated with an increased risk of 
strokes (Tiszlavicz et al., 2012), whereas a high number of copies has been associated with the 
occurrence of psoriasis (Hollox et al., 2008). These associations suggested that the quantity of 
peptides was important.  
We must emphasize that we only had one bacteria strain in the BKA a nalyses, which may 
have limited our conclusions because β­defensin peptides were shown to have antimicrobial 
ability against different strains of bacteria (Hellgren et al., 2010). A study using synthesized 
peptides showed that one of the two alleles of AvBD7 from a wild population of great tits 
produced a peptide with strong antimicrobial ability against S. aureus, but both alleles showed 
microbial inhibition against E. coli (Hellgren et al., 2010). Thus, it is possible that some alleles 
in our population of tree swallows had an effect on pathogens other than E. coli. Differences in 
the antimicrobial capacity would explain why allelic variability was maintained in β­defensin 
genes of tree swallows. We included S. aureus in preliminary tests of BKA, but adult tree 
swallows tended to show negative values of BKA, which prevented us from performing 
further tests with this strain. Although we focused on the capacity to destroy pathogens, 
defensin peptides are also involved in other important immune functions, such as chemotaxis 
and wound healing (Cuperus et al., 2013). Therefore, variability at β­defensin genes could 
affect other immunity mechanisms that have yet to be investigated.  
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Effects of genetic variability and immune response on hatching and fledging success 
We found no associations between β­defensin gene variability and either hatching or fledging 
success. Besides a possible lack of statistical power (e.g., due to small genetic variability - see 
also Bateson et al., 2016), we can speculate on alternative explanations for these results. First, 
they could be due to the fact that we used indirect measures of reproductive success, while 
genetic variation in innate immunity may mostly affect survival of adult individuals. Although 
interesting, quantifying the effect of innate immune gene variability on the survival of a 
migratory species such as the tree swallow would require several years of sequencing and 
capture-recapture efforts (Lagrange et al., 2014), which is not possible in our study system 
with the low yearly return rate. Second, relationships between gene variability and fitness 
traits could be hidden by environmental factors such as in the case of counter-gradient 
variations (Conover & Schultz, 1995). In our study, it would be that genetic variation differed 
between farmland types, however variation at β­defensin genes was not associated with 
agricultural intensification (Schmitt et al., in press). Moreover, the interaction terms between 
farmland type and β­defensin gene variability added a posteriori in the models testing the 
effect of β­defensin genes on BKA and fledging success were not significant (results not 
shown). Those results suggested that there were no counter-gradient variations. 
Contrary to our expectations based on trade-off theory, parents with a higher BKA had a 
greater fledging success than those with a lower BKA and this pattern was maintained after 
the exclusion of failed clutches, which suggested that the association was not biased by adults 
not investing in both self-maintenance and reproductive success. Thus, our results do not 
provide support for the hypothesis that investments in immune function are part of a trade-off 
with reproductive efforts (Deerenberg et al., 1997; Saino et al., 1999; Lochmiller & 
Deerenberg, 2000). 
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We found no relationship between the presence of eggshell bacteria and hatching success. 
Microbial infection of egg contents is more likely to occur in cool and humid environments 
(Cook et al., 2005). Given that tree swallows are secondary cavity nesters and o ur study 
population exclusively breeds in nest boxes, it is possible that the environmental conditions 
prevailing in the nests were dry enough to prevent extended development of eggshell bacteria, 
which could explain why we had no microbial infections in our clutches (Schmitt C., personal 
observations). 
Conclusion 
Evaluating the effect of genotypic variation on phenotypic traits linked to fitness in wild 
populations is challenging, since all methods have specific requirements and rely on large 
sample sizes and numerous loci, all of which bring their own share of constraints and result in 
increasing complexity (Ellegren & Sheldon, 2008). Our result suggested that being 
homozygous for specific β­defensin genes increased the probability to have a higher immune 
capacity to kill pathogens in tree swallows. We should emphasize that we only scratched the 
surface on questions of how β­defensin genes and the peptides produced are affecting immune 
responses and phenotypic traits. Future studies should aim at investigating the consequences 
of β­defensin gene variations on peptide properties and assess how these properties are 
significantly impacting fitness-related traits of wild populations. 
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Part A. Presence of β-defensin in plasma 
We assessed the presence of β­defensin peptides in the plasma of tree swallows to validate the 
use of this blood component in BKA. We did this using an ELISA kit designed to detect 
AvBD2 peptides of chickens (Chicken Defensin Beta 2 ELISA Kit, Mybiosource). The assay 
was performed by following the procedure provided by the manufacturers. The sensitivity of 
the assay was 1.0 pg/mL, and the detection ranged between 6.25 and 200 pg/ml. We pooled 
plasma from 4 to 8 individuals to obtain the minimum volume required for the assay (50 
µl/well; N=8 pooled samples). Samples were analyzed in duplicates whenever possible. 
Plasma came from adult and nestling tree swallows sampled in 2014 and from frozen plasma 
of nestlings sampled in 2012. The standard curve obtained from the mean value of peptide 
concentrations from duplicated standards had a correlation coefficient of 0.9996. Six out of 
eight pooled sampled showed the presence of β­defensin 2. When detected, the mean 
concentration of β­defensin 2 in plasma ranged between 7.09 pg/ml and 32.46 (SD±2.57) 
pg/ml (Table A). 
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Table A.  Concentrations of peptide of β­defensin 2 in six different pooled samples of tree 
swallows breeding in southern Québec, obtained using an Elisa kit (sensitivity 
1.0 pg/ml and detection range between 6.25 and 200 pg/ml). One of the samples 
with plasma obtained from adults in 2014 had only one replicate due to the low 
amount of plasma available, which explained no variation of coefficient (NA). 




Coefficient of Variation between 
duplicates (%) 
Nestlings 2012 32.46 7.92 
Nestlings 2012 16.17 19.88 
Adults 2014 7.38 2.93 
Adults 2014 7.09 NA 
Adults 2014 15.04 10.28 




Table S1 Frequencies of genotype categories for 6 AvBD genes in a population of tree 
swallows in southern Québec sequenced in 2013 and 2014. Only non-
synonymous SNPs were considered. Categories with 4 or less individuals were 








aa A/A,C/C,G/G 80 Homozygote 
ab A/A,C/C,G/A 56 Heterozygote 
bb A/A,C/C,A/A 15 Homozygote 
bc A/G,C/A,G/A 1 Heterozygote 
bd A/G,C/A,G/G 2 Heterozygote 
be A/G,C/C,G/A 1 Heterozygote 
AvBD4 
aa G/G,G/A,C/C 149 Homozygote 
ab G/G,G/G,C/A 3 Heterozygote 
ac G/G,G/A,C/C 6 Heterozygote 
ad G/A,G/G,C/C 1 Heterozygote 
AvBD7 
aa C/C,C/C,G/G 142 Homozygote 
ab C/C,C/C,G/A 10 Heterozygote 
ac C/G,C/C,G/G 7 Heterozygote 
ad C/C,C/T,G/G 1 Heterozygote 
AvBD8 
aa G/G,C/C,G/G,A/A,G/G 101 Homozygote 
ab G/G,C/C,G/G,A/G,G/G 13 Heterozygote 
ac G/G,C/C,G/T,A/A,G/G 32 Heterozygote 
ad G/A,C/C,G/G,A/G,G/G 1 Heterozygote 
ae G/G,C/C,G/G,A/A,G/A 1 Heterozygote 
af G/G,C/C,G/G,A/G,G/A 1 Heterozygote 
ag G/G,C/C,G/T,A/A,G/A 1 Heterozygote 
ah G/G,C/T,G/G,A/G,G/G 1 Heterozygote 
aj G/G,C/T,G/T,A/G,G/G 1 Heterozygote 
bb G/G,C/C,G/G,G/G,G/G 2 Homozygote 
bh G/G,C/T,G/G,G/G,G/G 1 Heterozygote 
AvBD12 
aa C/C,A/A,G/G,T/T 121 Homozygote 
ab C/C,A/A,G/G,T/C 29 Heterozygote 
ac C/C,A/A,G/A,T/T 1 Heterozygote 
ad C/C,A/G,G/G,T/C 1 Heterozygote 
ae C/C,A/G,G/G,T/T 3 Heterozygote 
af C/T,A/A,G/G,T/T 2 Heterozygote 
bb C/C,A/A,G/G,C/C 1 Homozygote 
ff T/T,A/A,G/G,T/T 2 Homozygote 
AvBD13 
aa G/G,G/G,C/C 154 Homozygote 
ab G/A,G/G,C/C 3 Heterozygote 
ac G/G,G/A,C/C 1 Heterozygote 
ad G/G,G/G,C/T 1 Heterozygote 
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Table S2 Estimates from logit models for BKA with control variables using data of adult 
tree swallows breeding in southern Québec in 2013 and 2014 (N = 160). 
Results of CFU number, estimated age and sex were reported from the 
complete model and were removed from the simplified model. Estimates of 
farmland types, years and capture date were reported after backward 
elimination of non-significant variables. CFU number, estimated age and 
capture date were standardized to zero mean and unit variance. BKA coded as 0 
when values were less than 90% and 1 when higher than 90% of bacteria were 
killed. Estimates of years were compared to 2013. Intensive represented the 
estimates of intensive farmlands compared to non-intensive farmlands, and 















Capture date 0.640 0.223 2.87 0.004 
Intensive farmlands 2.68 0.577 4.66 <0.001 
Year 2014 -3.018 0.588 5.14 <0.001 
Estimated age -0.133 0.224 0.59 0.555 
Sex 0.201 0.520 0.38 0.670 
CFU number -0.397 0.289 1.37 0.170 
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Table S3 Estimates from logit models for the proportion of the number of fledglings over 
the number of laid eggs in a population of tree swallows breeding in southern 
Québec in 2013 and 2014 (N = 160). Estimates of age and farmland types were 
reported from the complete model, and the variables were removed from the 
simplified model. Estimates years were reported after backward elimination of 
non-significant variables. Estimated age was standardized to zero mean and unit 
variance. Estimates of year were compared to 2013, and estimates of intensive 
farmlands were compared to non-intensive farmlands. 
Variables Estimates Standard error z-values p-values 
Year 2014 0.421 0.114 3.68 <0.001 
Intensive farmlands 0.191 0.112 1.70 0.088 




Table S4 Frequencies of genotype categories of 6 AvBD genes in a population of tree 
swallows in southern Québec sequenced in 2013 and 2014. Only synonymous 
SNPs were considered. Categories with four individuals or less were removed 








aa A/A,T/T,T/T,C/C 146 Homozygote 
ab A/A,A/T,C/T,C/C 1 Heterozygote 
ac A/A,T/T,C/T,C/C 4 Heterozygote 
bb C/C,T/T,T/T,C/C 1 Homozygote 
ad A/A,T/A,T/T,C/T 3 Heterozygote 
AvBD4 
aa C/C,C/C 78 Homozygote 
ab C/T,C/C 66 Heterozygote 
ac C/T,C/T 4 Heterozygote 
cc T/T,T/T 11 Homozygote 
AvBD7 
aa G/G,A/A 141 Homozygote 
ab A/G,A/A 10 Heterozygote 
ac G/G,A/C 9 Heterozygote 
AvBD8 
aa C/C,C/C,G/G 121 Homozygote 
ab C/C,C/C,G/A 8 Heterozygote 
ac C/C,C/T,G/G 7 Heterozygote 
ad C/T,C/C,G/A 1 Heterozygote 
ae C/T,C/C,G/G 16 Heterozygote 
af C/T,C/T,G/G 1 Heterozygote 
ee T/T,C/C,G/G 1 Homozygote 
AvBD12 aa C/C,T/T 125 Homozygote 
 
ab C/C,T/A 29 Heterozygote 
bb C/C,A/A 2 Heterozygote 
ac C/T,T/T 3 Heterozygote 
AvBD13 
aa T/T,C/C,C/C 56 Homozygote 
ab C/T,G/C,C/C 1 Heterozygote 
ac T/T,C/G,C/C 51 Heterozygote 
ad T/T,C/C,C/T 9 Heterozygote 
bc C/T,G/G,C/C 1 Heterozygote 
cc T/T,G/G,C/C 27 Homozygote 
cd T/T,C/G,T/C 7 Heterozygote 
ce T/T,G/G,C/T 7 Heterozygote 
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Table S5 Estimates of the effects of multilocus heterozygosity on the presence of 
eggshell bacteria in clutches of female tree swallows breeding in southern 
Québec in 2014. No other fixed effects were included in the model, and only 
non-synonymous SNPs were considered. 
Models Variables Estimates SE z-value p-value 
Heterotrophic bacteria Heterozygosity -2.231 1.829 1.22 0.222 
Enterobacteriaceae 
bacteria 
Heterozygosity 0.545 2.410 0.23 0.821 
Staphylococcus bacteria Heterozygosity -0.104 2.106 0.05 0.961 
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Table S6 Binomial model analyses testing the effect of the genotypes at 3 AvBD genes 
on eggshell bacteria in clutches from female tree swallows breeding in southern 
Québec in 2014 (N=47). No other fixed effects were retained in the final model. 
Categories of genotypes were compared to the most common category (aa). 
Only non-synonymous SNPs were considered. Adjusted p-values were 
calculated using a Benjamini-Hochberg correction for multiple testing. 





AvBD2 ab -1.299 0.667 1.95 0.051 0.255 
 AvBD2 bb 0.629 1.200 0.53 0.599 0.788 
 AvBD8 ab -1.569 1.223 1.28 0.200 0.500 
 AvBD8 ac 0.118 0.688 0.17 0.864 0.864 
 AvBD12 ab 0.437 0.908 0.48 0.631 0.789 
Enterobacteriaceae 
bacteria 
AvBD2 ab -0.170 0.837 0.20 0.839 0.839 
 AvBD8 ac 1.186 0.983 1.21 0.228 0.684 
 AvBD12 ab -0.251 1.170 0.22 0.829 0.839 
Staphylococcus 
bacteria 
AvBD2 ab 1.530 0.891 1.71 0.086 0.395 
 AvBD2 bb 1.609 1.140 1.41 0.158 0.395 
 AvBD8 ab -0.100 1.237 0.08 0.935 0.936 
 AvBD8 ac -0.793 0.883 0.90 0.936 0.936 




Table S7 Final mixed binomial model analyses testing the effect of single-locus 
heterozygosity at 5 AvBD genes on fledging success of tree swallows breeding 
in southern Québec in 2013 and 2014 (N=160). Year was included as a fixed 
effect. Heterozygosity status was coded as 0 for homozygotes and 1 for 
heterozygotes. Only non-synonymous SNPs were considered. 
Variables Estimates SE z-value p-value 
AvBD2 Heterozygosity 0.068 0.116 0.85 0.561 
AvBD4 Heterozygosity -0.004 0.318 0.01 0.990 
AvBD7 Heterozygosity 0.089 0.178 0.50 0.617 
AvBD8 Heterozygosity 0.034 0.124 0.28 0.782 




Table S8 Binomial model analyses testing the effect of the genotypes at 5 AvBD genes 
on fledging success of tree swallows breeding in southern Québec in 2013 and 
2014 (N=160). Year was included as a fixed effect. Categories of genotypes 
were compared to the most common category (aa). Only non-synonymous 
SNPs were considered. 
Variables Estimates SE z-value p-value 
AvBD2 aa 0.092 0.197 0.47 0.639 
AvBD2 ab 0.083 0.121 0.69 0.493 
AvBD4 ab -0.004 0.318 0.01 0.990 
AvBD7 ab 0.252 0.225 1.12 0.263 
AvBD7 ac -0.146 0.274 0.53 0.595 
AvBD8 ab -0.213 0.226 0.95 0.345 
AvBD8 ac 0.112 0.137 0.82 0.411 




Table S9 Final mixed binomial model analyses testing the effect of single-locus 
heterozygosity at 3 AvBD genes on hatching success of female tree swallows 
breeding in southern Québec in 2014 (N=47). No other fixed effects were 
included in the model. Heterozygosity status was coded as 0 for homozygotes 
and 1 for heterozygotes. Only non-synonymous SNPs were considered. 
Variables Estimates SE z-value p-value 
AvBD2 Heterozygosity 0.205 0.181 1.13 0.257 
AvBD8 Heterozygosity 0.105 0.190 0.55 0.581 
AvBD12 Heterozygosity 0.131 0.270 0.49 0.628 
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Table S10 Binomial model analyses testing the effect of genotypes at 3 AvBD genes on 
hatching success for female tree swallows breeding in southern Québec in 2014 
(N=47). No other fixed effects were retained in the model. Categories of 
genotypes were compared to the most common category (aa). Only non-
synonymous SNPs were considered. 
Variables Estimates SE z-value p-value 
AvBD2 ab 0.236 0.191 1.24 0.217 
AvBD2 bb 0.150 0.293 0.51 0.608 
AvBD8 ab 0.215 0.323 0.66 0.507 
AvBD8 ac 0.072 0.206 0.35 0.727 
AvBD12 ab -0.131 0.270 0.49 0.628 
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Table S11 Binomial model analyses testing the effect of genotypes at 5 AvBD genes on 
BKA of adult tree swallows breeding in southern Québec, Canada, in 2013 and 
2014 (N=160). Farmland type, year and capture date were included as fixed 
effects. Categories of genotypes were compared to the most common category. 
Only synonymous SNPs were considered. Adjusted p-values were calculated 
using a Benjamini-Hochberg correction for multiple testing.  
Variables Estimates SE z-value p-value 
Adjusted 
p-values 
AvBD4 ab 0.158 0.434 0.36 0.717 0.777 
AvBD4 cc -0.797 1.002 0.80 0.427 0.702 
AvBD7 ab 1.462 0.905 1.62 0.106 0.676 
AvBD7 ac -0.746 1.072 0.70 0.486 0.702 
AvBD8 ab 1.744 1.258 1.39 0.165 0.676 
AvBD8 ac 1.047 0.971 1.08 0.281 0.702 
AvBD8 ae 0.339 0.685 0.50 0.621 0.777 
AvBD12 ab -1.458 0.606 2.41 0.016 0.208 
AvBD13 ac -0.219 0.520 0.42 0.674 0.777 
AvBD13 ad 1.383 1.099 1.26 0.208 0.676 
AvBD13 cc -0.187 0.670 0.28 0.780 0.780 
AvBD13 cd 0.726 1.032 0.70 0.482 0.702 




Table S12 Binomial model analyses testing the effect of heterozygosity at 5 AvBD genes 
on BKA of adult tree swallows breeding in southern Québec, Canada, in 2013 
and 2014 (N=160). Farmland type, year and capture date were included as fixed 
effects. Categories of genotypes were compared to the most common category. 
Heterozygosity status was coded as 0 for homozygotes and 1 for heterozygotes. 
Only synonymous SNPs were considered. Adjusted p-values were calculated 
using a Benjamini-Hochberg correction for multiple testing.  
Variables Estimates SE z-value p-value 
Adjusted 
p-values 
AvBD4 Heterozygosity 0.124 0.419 0.30 0.768 0.768 
AvBD7 Heterozygosity 0.501 0.673 0.74 0.457 0.762 
AvBD8 Heterozygosity 0.742 0.538 1.38 0.168 0.420 
AvBD12 Heterozygosity -1.458 0.606 2.41 0.016 0.080 
AvBD13 Heterozygosity 0.213 0.427 0.50 0.618 0.768 
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Table S13 Estimates from binomial models of the effects of eggshell bacteria on hatching 
success in a population of tree swallows breeding in southern Québec in 2013. 
No other fixed effects were included in the model. 
Variables Estimates SE z-value p-value 
Heterotrophic bacteria -0.051 0.186 0.27 0.783 
Enterobacteriaceae bacteria -0.099 0.262 0.38 0.704 
Staphylococcus bacteria -0.020 0.222 0.09 0.928 
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Chapitre 5  
 
DISCUSSION GÉNÉRALE ET CONCLUSION 
Synthèse 
Les systèmes immunitaires sont dynamiques et complexes, évoluant continuellement en 
réponse aux pressions de sélection exercées par les parasites. L'émergence de 
l'éco-immunologie a permis de mieux comprendre ces différents aspects en plaçant l'étude des 
réponses immunitaires dans un contexte écologique, où l'on s'intéresse aux effets des facteurs 
abiotiques liés aux conditions environnementales des organismes ainsi qu'aux effets des 
facteurs biotiques liés aux interactions entre organismes. Dans mes travaux de thèse, je me 
suis concentrée sur un aspect particulier du système immunitaire, une fonction innée du sang 
qu'est la capacité bactéricide. Je me suis intéressée aux effets d'un environnement hétérogène  
caractérisé par différents niveaux d'intensification agricole, et de la variation génétique de 
gènes immunitaires de β­défensine sur la capacité bactéricide chez une population sauvage 
d'Hirondelle bicolore. 
Dans un premier temps, j'ai montré qu'un facteur environnemental, l'intensification agricole, 
était associé à un aspect de la variation immunitaire innée des adultes de la population 
(Chapitre 2). Plus spécifiquement, les individus se reproduisant dans un milieu agricole 
caractérisé comme intensif montraient une capacité bactéricide plus grande contre les souches 
de bactéries E. coli que les individus en milieu agricole non-intensif. Ce premier résultat est 
surprenant, car il entre en contradiction avec nos prédictions. Les analyses sur six années de 
données ont aussi révèlé que la capacité bactéricide contre E. coli tendait à diminuer au niveau 
de la population. Cette diminution se retrouvait aussi au niveau individuel. En plus de 
souligner encore une fois que l'on retrouve de la variation dans une fonction immunitaire à 
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l'intérieur d'une même population, les résultats du Chapitre 2 ont potentiellement des 
conséquences sur le maintien à long terme de cette population. En effet, le déclin de la 
capacité bactéricide contre E. coli peut  suggérer une diminution de la capacité des individus à 
trouver les ressources nécessaires à leur propre maintien. Toutefois, ces résultats ne 
concernent que la capacité bactéricide contre E. coli. En effet, il est aussi possible que les 
tendances observées soient dues à une plus grande exposition des individus en milieux 
intensifs à des bactéries de E. coli très semblables à la souche utilisée en laboratoire. Malgré le 
fait que la capacité bactéricide a été décrite comme une fonction innée qui ne dépend pas d'une 
exposition antérieure au test en laboratoire, il est possible qu'une exposition répétée augmente 
la capacité bactéricide mesurée en laboratoire via le développement d'anticorps spécifiques. 
C'est pour cela que j'ai aussi inclu dans mes travaux l'utilisation d'autres souches (Chapitre 2, 
annexe A1). Ce faisant, les résultats obtenus avec S. aureus ne vont pas dans les mêmes 
directions que ceux obtenus avec E. coli : l'effet de l'intensification agricole semble aller dans 
la direction opposée (i.e. est négatif), et la diminution de la capacité bactéricide contre 
S. aureus n'apparaît pas sur les trois années étudiées. Les résultats contradictoires entre les 
deux souches utilisées pourraient suggérer qu'il existe un compromis entre investir ses 
ressources dans la capacité bactéricide contre E. coli et la capacité bactéricide contre 
S. aureus. Cela pourrait être le cas si les individus avec une meilleure capacité bactéricide 
contre E. coli avaient tendance à avoir une moins bonne capacité bactéricide contre S. aureus. 
Pourtant, en regardant l'association entre les deux mesures au sein d'un même individu, la 
relation qui existe est dans le sens opposé : les individus avec une plus grande capacité 
bactéricide contre E. coli tendent aussi à avoir une plus grande capacité bactéricide contre 
S. aureus. Il n'y aurait donc pas de compromis, du moins pas au niveau des fonctions 
immunitaires d'un même type. 
Un autre facteur pouvant influencer les variations de la capacité bactéricide est la variation 
génétique. Avant de regarder si la variation chez des gènes immunitaires peut influencer la 
capacité bactéricide, j'ai développé des marqueurs génétiques spécifiques à l'Hirondelle 
bicolore afin d'assurer une meilleure détection de la variation génétique sous forme de SNP 
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sur les gènes de β­défensine (Chapitre 3). J’ai utilisé ensuite ces marqueurs pour quantifier la 
variation génétique de la population d'Hirondelle bicolore, en séquençant les adultes sur six 
gènes de β­défensine. Les analyses montrent qu'il existe de la variation génétique chez les 
gènes de β­défensine, et que cette variation équivaut à celle retrouvée chez une autre espèce de 
passereaux, la Mésange charbonnière. Les analyses de génétique du paysage montrent que la 
distribution de la variation génétique dans la population n'est pas influencée par 
l'intensification agricole, et que cette distribution semble homogène. Cette tendance se 
retrouve autant dans la variation au niveau des génotypes que dans le statut hétérozygote de 
chaque locus, ainsi qu'au niveau du statut hétérozygote de l'ensemble des six gènes de 
β­défensine. Le patron de la variation que l'on observait dans la capacité bactéricide des 
adultes entre les deux types d'agriculture ne se retrouve pas au niveau de la variation des gènes 
de β­défensine. 
En regardant les associations entre les variations immunogénétiques et immunité (Chapitre 4), 
le résultat principal est qu'il n'y a pas d'associations fortes entre les gènes de β­défensine et le 
BKA. Néanmoins, il y a une association marginallement significative entre AvBD7 et le BKA 
des adultes, où la proportion d'individus avec un BKA supérieur à 90% est plus grande chez 
les individus homozygotes. Il en va de même pour AvBD2, où il y a plus souvent des bactéries 
présentes à la surface des oeufs d'une couvée si la femelle est homozygote. Cette tendance 
d'un avantage homozygote s'observe autant en utilisant uniquement des SNPs non-synonymes, 
qui ont un impact direct sur la composition du peptide de défensine, qu'en utilisant des SNPs 
synonymes dont l'effet sur le peptide de défensine est plus indirect. En effet, il y a aussi une 
association marginallement significative entre AvBD12 et le BKA des adultes en utilisant 
seulement les SNPs non-synonymes. Dans ce chapitre, j'ai aussi montré que la capacité 
bactéricide est liée positivement à la proportion du nombre de jeunes menés à l'envol corrigée 
par le nombre d'oeufs éclos pour les années où j'ai analysé les séquences des adultes, soit 2013 
et 2014. Par contre, la variation des gènes de β­défensine n'a d'influence ni sur la proportion de 
jeunes envolés par rapport au nombre d'oisillons éclos, ni sur le taux d'éclosion des œufs. 
Enfin, la présence de bactéries d'œufs n'influence pas le taux d'éclosion des couvées. 
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Discussion 
Immunité et intensification agricole 
Le choix de la mesure immunitaire est d'une grande importance et a des conséquences sur les 
interprétations et l'extrapolation des résultats. La littérature suggère de préférer des mesures 
qui prennent en compte les aspects immunitaires étudiés, c'est-à-dire de choisir notamment 
entre les réponses immunitaires innées ou acquises, ainsi que de favoriser les mesures 
fonctionnelles plutôt que morphologiques, car il sera plus facile d'en extrapoler les 
conséquences sur la capacité immunitaire contre un pathogène (Downs et Stewart, 2014). La 
capacité bactéricide que j'ai utilisée comme mesure d'une fonction immunitaire du sang répond 
à ces critères. Bien que cette mesure semble représenter une fonction simple et essentielle, 
celle de détruire des pathogènes dans le sang, d'autres considérations découlent de ce choix de 
mesure. En effet, la capacité bactéricide varie selon plusieurs facteurs : le médium utilisé (sang 
vs. plasma), les pathogènes utilisés, une exposition aux pathogènes (Millet et al., 2007), ou 
encore le stress engendré par la capture de l'individu (Matson et al., 2006b). En plus de devoir 
considérer ces facteurs, il faut implémenter cette mesure dans le contexte de l'étude des 
réponses immunitaires chez des espèces sauvages, ce qui engendre des difficultés 
conséquentes quant au choix du médium et l'adaptation en laboratoire de la réponse 
immunitaire. Par exemple, utiliser du sang et non du plasma dans la capacité bactéricide 
requiert de retourner en laboratoire rapidement après le prélèvement (voir par exemple 
Wilcoxen et al., 2013). L'étendue du système d'étude utilisé pendant ma thèse a contraint le 
choix du médium au plasma qui, contrairement au sang, peut se conserver à -80°C pendant 
plusieurs semaines avant d'être utilisé pour mesurer la capacité bactéricide. Toutefois, ce choix 
a eu des conséquences sur la validité de la mesure de la capacité bactéricide contre S. aureus. 
En effet, même si j'ai observé une diminution du nombre de CFU dans les cultures en présence 
de plasma comparé aux cultures témoins sans plasma (Chapitre 2, Fig. S1), la littérature 
indique que la capacité du plasma à tuer les bactéries de S. aureus réside dans la capacité de 
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phagocytose des globules blancs, qui ne sont présents qu'en infime partie dans le plasma. Au-
delà des considérations méthodologiques, le fait que je n'ai pas retrouvé l'effet de 
l'intensification agricole observé sur la capacité bactéricide contre E. coli dans la capacité 
bactéricide contre S. aureus est un résultat intéressant. La capacité bactéricide contre ces deux 
souches avait déjà été étudiée au sein d'une espèce, le Bécasseau maubèche (Calidris canutus) 
dans un contexte de captivité (Buehler et al., 2008a, 2008b). Ces deux études montrent que les 
patrons de variations de la capacité bactéricide diffèrent selon la souche utilisée (E. coli ou 
S. aureus). Par exemple, le temps de capture semble réduire la capacité bactéricide contre 
S. aureus, mais pas contre E. coli (Buehler et al., 2008a). De plus, cette fonction immunitaire 
contre S. aureus varie selon si les individus sont en captivités ou non, alors que la capacité 
bactéricide contre E. coli ne semble pas être influencée (Buehler et al., 2008b). Les auteurs 
attribuent ces différences à l'origine des mécanismes de destruction de la bactérie qui n'est pas 
le même selon la souche. Pourtant, les résultats que j'obtiens semblent indiquer que la 
destruction des souches de S. aureus peut aussi se faire via les composants solubles du sang, et 
pas seulement par la phagocytose. Ces résultats ne peuvent qu'encourager des études 
approfondies sur les mécanismes qui causent l'activité bactéricide. Cette mesure est de plus en 
plus utilisée en éco-immunologie, car elle présente des avantages dans son utilisation. 
Pourtant, comme j'ai pu le constater, sa mise en œuvre et l'extrapolation des résultats restent 
problématiques. 
Ce scénario est déjà arrivé avec la mesure inflammatoire à la PHA (revue dans Tella et al., 
2008). Cette mesure a été utilisée comme la capacité du système immunitaire à mobiliser les 
cellules T contre un pathogène potentiel (Goto et al., 1978). Des travaux plus récents dévoilant 
l'implication d'autres cellules immunitaires, et notamment des composants de l'immunité innée 
ont remis en cause l'utilisation de la réponse à la PHA (Martin et al., 2006). Malgré ce 
problème, beaucoup d'études ont montré que la variation dans la réponse à la PHA est reliée à 
plusieurs traits (revue dans Tella et al., 2002b), et cette mesure continue d'être utilisée comme 
une réponse inflammatoire (Vinkler et al., 2010). On peut s'attendre à ce que la capacité 
bactéricide suive le même scénario que la réponse à la PHA. 
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On retrouve souvent en éco-immunologie la recommandation d'utiliser plusieurs réponses 
immunitaires pour mieux refléter l'immunocompétence d'un individu. Le concept 
d'immunocompétence a été redéfini par plusieurs articles (Viney et al., 2005 ; Graham et al., 
2011) pour rappeler que "plus" n'est pas nécessairement "mieux", et que les individus avec une 
réponse immunitaire trop forte risquaient les conséquences de maladies auto-immunes. Dans 
le cadre de ma thèse, j'ai utilisé plusieurs souches pour caractériser la capacité bactéricide, 
mais pas d'autres types de réponses immunitaires. Une autre étude avait déjà tenté cela, et 
avait conclu que selon les années, la réponse inflammatoire à la PHA était corrélée 
négativement avec la capacité bactéricide (Pigeon et al., 2013b). Ainsi, en 2010, dans les 
fermes intensives, les femelles adultes avec une réponse inflammatoire faible à la PHA 
présentaient une plus grande capacité bactéricide, et les auteurs en conclurent la possibilité 
d'un compromis entre l'immunité innée et acquise (Pigeon et al., 2013b). Pourtant cette 
relation n'est pas constante entre les années, ni entre les milieux ayant différents niveaux 
d'intensification agricole. Il aurait été intéressant de voir si la réponse à la PHA change comme 
la capacité bactéricide au cours du temps et si la relation entre ces deux mesures apparaît à 
nouveau dans les années suivantes. Toutefois la réponse à la PHA n'a été mesurée que jusqu'en 
2013. Ajouter des réponses immunitaires dans une étude en augmente la complexité, et il 
serait peut-être préférable de se limiter à quelques variables dont on connaît parfaitement les 
fondements mécanistiques. 
L'un des points limitants du deuxième chapitre de ma thèse est le manque de connaissances 
concernant les pratiques agricoles autour des fermes. En effet, je suggérais dans le Chapitre 2 
que la différence dans la capacité bactéricide entre les milieux intensifs et non-intensifs 
pouvait être due à différentes expositions à des pathogènes similaires aux souches de E. coli. 
Demander aux agricultures leurs activités chaque année pourrait nous apporter d'autres 
renseignements importants, comme la nature des pesticides utilisés, mais aussi le type de 
fumier épandu. L'intensification agricole est un facteur important en épidémiologie, car le 
rapprochement entre humains et bétail augmente le risque de zoonose (Valcour et al., 2002 ; 
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Jones et al., 2013) et peut aussi affecter les animaux sauvages qui vivent autour de ces zones 
agricoles (Rwego et al., 2008 ; Jones et al., 2013). 
Immunogénétique et fonction immunitaire 
Déterminer les effets génétiques sur une fonction immunitaire en utilisant les gènes de 
β­défensine comme gènes candidats n'avait jamais été tenté avant mes travaux de thèse. Les 
gènes de β­défensine ont montré plusieurs caractéristiques favorables à leur utilisation. 
Pourtant, il n'est pas étonnant d'avoir détecté une faible association entre certains gènes de 
β­défensine et la capacité bactéricide, et cela peut s'expliquer de plusieurs façons. 
Premièrement, la variation dans les traits phénotypiques est souvent expliquée par plusieurs 
gènes avec un effet faible (Manolio et al., 2009), et il se pourrait que la capacité bactéricide, 
par les différents mécanismes qu'elle requière, dépende de plusieurs gènes. Il existe d'autres 
gènes impliqués dans le système immunitaire inné que j'aurais pu utiliser  ; par exemple, les 
récepteurs de type Toll (Alcaide et Edwards, 2011), qui sont impliqués dans la reconnaissance 
des pathogènes et dans l'initiation des réponses immunitaires acquises (Kumar et al., 2009). 
Une autre explication serait que la variation que j'ai utilisée, basée sur les séquences, ne soit 
pas aussi importante que la façon dont sont exprimés les gènes de β­défensine. Il existe 
plusieurs façons de procéder et pour donner un exemple parmi d'autres, les puces à ADN 
permettent de quantifier l'expression de plusieurs dizaines de gènes en même temps et ont déjà 
été utilisées sur l'expression de gènes immunitaires chez le poulet (Morgan et al., 2001). Les 
études génomiques tendent de plus en plus à utiliser d'autres espèces que le poulet, permettant 
de compléter et raffiner nos connaissances de la génomique en écologie aviaire (Bonneaud et 
al., 2008). 
L'ajout d’une espèce à la liste de celles qui ont été quantifiées dans leurs variations au niveau 
des gènes de β­défensine permettra de comparer l'évolution et la pression de sélection au 
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niveau de ces gènes. J'ai abordé ce point dans la discussion du Chapitre 3, mais ce sujet 
mériterait un article en soi. Une étude de ce genre est sortie six mois avant le dépôt final de 
cette thèse: Chapman et al. (2016) ont analysé la variation des gènes de β­défensine entre 
plusieurs espèces d'oiseaux aquatiques. Les auteurs ont comparé cette variation au niveau 
inter- et intra-espèces et ont pu détecter des patrons intéressants: certains gènes sont sous 
sélection purifiante, alors que d'autres, plus récemment dupliqués, sont sous sélection 
équilibrante. Ces derniers pourraient être des gènes candidats de choix pour étudier les 
associations entre variations immunogénétiques et réponses immunitaires. Ce type d'études 
s’avère prometteur pour localiser les gènes de β­défensine qui ont une plus grande probabilité 
d'être associés à des réponses immunitaires et ce, afin de réduire le nombre de gènes à utiliser, 
ce qui réduit les coûts ainsi que la complexité des analyses lorsqu'il faut tenir en compte de 
tests multiples. Il faut ajouter qu'en plus du niveau inter-specifique, il pourrait être interessant 
de comparer la variabilité génétique entre populations. À ce titre, l'Hirondelle bicolore se 
retrouve sur tout le continent Nord Américain (Stenzler et al., 2009). Il est donc possible que 
les populations soient différentes génétiquement au niveau des gènes de β­défensine entre les 
populations de la côte Ouest comparé à celles de la côte Est. 
En plus de ces possiblités, on pourrait aller plus loin dans la recherche d'un lien entre variation 
génétique et phénotypique en utilisant la méthode des supertypes. Créer des supertypes revient 
à rassembler les individus selon la similarité des sites de liaisons des peptides à un antigène, 
qui sont prédits à partir des séquences alléliques. Cette méthode a été appliquée aux gènes du 
CMH : dans des populations sauvages de Mésange bleue, un super-type de CMH a été associé 
à un taux de survie plus élevé alors qu'un autre super-type a été associé à un succès de 
reproduction à vie plus grand que les autres supertypes (Sepil et al., 2013). La même 
technique pourrait être appliquée pour déterminer la structure du peptide, ou ses propriétés, 
comme par exemple des différences d'hydrophobicité causées par des SNPs (Hellgren, 2015), 
qui pourraient ensuite être associées à la variation de réponses immunitaires. Comme je l'ai 
montré dans le Chapitre 4, les SNPs non synonymes comme les SNPs synonymes seraient à 
considérer dans la création des supertypes.  
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D'autres aspects pourraient être considérés quant à l'utilisation des gènes de β­défensine. Par 
exemple, le nombre de copies peut varier d'un individu à l'autre, et cette variable pourrait être 
mesurée en quantifiant l'expression des gènes de β­défensine. On pourrait associer à cette 
variable la quantité de peptides de β­défensine retrouvée dans le plasma, mais cette étude 
serait à mener chez une autre espèce avec laquelle on pourrait prélever une quantité plus 
importante de plasma. Enfin, on pourrait utiliser une autre fonction immunitaire que la 
capacité bactéricide plus directement reliée à l'utilisation des peptides de β­défensine, qui 
serait la phagocytose, à nouveau chez une plus grosse espèce pour pouvoir prélever plus de 
sang. 
Immunité et succès reproducteur 
J'ai montré dans le Chapitre 4 que la capacité bactéricide des adultes d'Hirondelle bicolore 
était associée positivement avec la proportion d'oisillons envolés de leur nichée. Cette analyse 
a été menée sur les années 2013 et 2014 pour être cohérente avec le reste de l'article dont les 
données génétiques étaient disponibles pour ces deux années. Toutefois, les données de la 
capacité bactéricide contre E. coli que j'ai utilisées dans le Chapitre 2 de ma thèse, ainsi que la 
proportion d'oisillons envolés, sont disponibles sur les six années depuis 2010 jusqu'à 2015. 
Entre 2010 et 2012, seules les femelles ont été échantillonnées pour leur capacité bactéricide 
contre E. coli. Ainsi, pour voir si la capacité bactéricide est liée à la proportion d'oisillons 
envolés sur ces six années, il faut considérer seulement les femelles (Fig. 1).  
 173 
 
Figure 1 Boîtes à moustaches représentant la capacité bactéricide du plasma contre 
E. coli des femelles Hirondelle bicolore (avec une capacité bactéricide 
inférieure à 90% en gris et une capacité bactéricide supérieure à 90% en blanc) 
par rapport à la proportion d'oisillons envolés pour les six saisons de 
reproduction entre 2010 et 2015. 
La capacité bactéricide des femelles n'a pas d'effet sur la proportion de jeunes envolés quand 
on considère les six années de données disponibles (GLM, coefficient = 0.090, SE = 0.102, z = 
0.88, p = 0.38). Ayant vérifié que l'intensification agricole ainsi que l'âge estimé des femelles 
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n'avaient pas d'effets sur la proportion de jeunes envolés, le seul effet fixe laissé dans le 
modèle en plus du BKA est l'année. J'ai regardé a posteriori s’il existait une interaction entre 
l'année et le BKA, au cas où l'effet du BKA changeait selon les années, mais cela n'est pas le 
cas (résultats non montrés). Au vu de la distribution des données (Fig. 1) et des résultats de ce 
nouveau modèle, la relation entre la capacité bactéricide trouvée dans mon Chapitre 4 pour les 
années 2013 et 2014 devrait être relativisée. 
Il semblerait que lors de la saison de reproduction de l'été 2014, le taux d'oisillons envolés par 
rapport à la taille de la couvée a été particulièrement élevé. À l'opposé, la saison de 
reproduction en 2013 a un taux d'envol relativement faible par rapport aux autres années. 
Ainsi, ces deux années sont grandement différentes probablement à cause de variations 
environnementales, notamment des températures ambiantes au moment où les oisillons ne 
thermorégulent pas encore (ne produisent pas encore de chaleur). Par exemple, on a observé 
des températures particulièrement froides lors de la période d'incubation, ce qui pourrait 
expliquer la moyenne relativement faible de la proportion d'oisillons envolés en 2013. On 
pourrait donc s'attendre à observer des patrons différents entre ces deux années. Pourtant, en 
2013 et 2014, ce sont les femelles avec un BKA plus élevé qui ont une plus grande proportion 
de jeunes envolés. Il ne semble donc pas y avoir eu de compromis entre immunité innée et 
effort de reproduction et ce, malgré des conditions différentes. Il serait interessant de voir 
quels sont les causes environnementales qui influencent le succès reproducteur sans générer de 
contraintes (énergétiques, physiologiques) sur cette fonction immunitaire. Par exemple, la 
température et la pluviométrie qui influencent la disponibilité des proies sont deux paramètres 
importants chez les oiseaux insectivores lors de la période de reproduction (Amininasab et al. 
2016). 
Le résultat important qui découle de cette analyse qui inclue les 6 années est la non-
répétabilité de la relation positive entre BKA des femelles et la proportion de jeunes à l'envol. 
Cela n'est pas surprenant, car plusieurs études ont déjà montré que les associations entre les 
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réponses immunitaires et les traits phénotypiques comme la masse (Buehler et al., 2008b) et la 
croissance (Pigeon et al., 2013b) variaient selon les années. Cette inconstance de la relation 
entre réponses immunitaires et différents traits de valeurs adaptatives s'observe ici, et 
ressemble à un autre point que j'ai abordé précédemment (sous-section Immunité et 
intensification agricole) : l'inconstance des relations entre différentes réponses immunitaires et 
la difficulté qui en résulte de généraliser les résultats. En effet, dans le Chapitre 2 en annexe, je 
mentionnais que le sens de l'effet de l'intensification agricole sur le BKA variait selon la 
souche utilisée. Dans le Chapitre 4, j'ai voulu tester l'association entre BKA et une mesure du 
succès reproducteur afin de traiter de l'aspect adaptatif des conséquences de variations 
génétiques et physiologiques. Il est évident que l'analyse entre fonction immunitai re innée des 
parents et succès reproducteur reste superficielle et demanderait à être creusée davantage. Aux 
vues des résultats du Chapitre 2 et du Chapitre 4, où le compromis énergétique n'apparaît pas 
évident pour cette fonction immunitaire, le BKA ne me semble pas une mesure appropriée 
pour répondre aux questions de compromis entre immunité et reproduction. En revanche, ce 
genre de mesure, qui semble sensible aux variations environnementales, pourrait être utilisée 
pour répondre à des questions comme le lien entre le BKA des oisillons et leur propre succès 
d'envol. Ce genre d'étude pourrait être menée grâce aux mesures que j'ai réalisé sur les 
oisillons pendant les années 2013, 2014 et 2015.  
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Conclusion 
Ma thèse rassemble les points fondamentaux de l'éco-immunologie, en regardant comment 
une fonction immunitaire spécifique est influencée par des facteurs biotiques et abiotiques. En 
m'intéressant spécifiquement à la capacité bactéricide, j'ai pu montrer comment cette fonction 
immunitaire variait avec l'hétérogénéité environnementale et entre les années, ce qui devrait 
encourager les études visant à estimer l'impact des activités anthropiques sur l'immunité des 
populations sauvages et leurs conséquences sur le long terme. En travaillant sur l'immunité, 
j'ai pu en constater les limites dans l'application et l'extrapolation des résultats. La littérature 
témoigne déjà de la compléxité du système immunitaire lors de l'utilisation de plusieurs 
mesures sensées cerner différents aspects de ce système. Les différents résultats que j'ai 
obtenus concernant la capacité bactéricide face à différentes souches témoignent d'une 
compléxité à l'intérieur d'un même type de fonction immunitaire. Face à cette compléxité, il 
devient difficile de prédire comment les différentes réponses immunitaires sont reliées à des 
traits de valeurs adaptatives ou influencées par des facteurs environnementaux, et encore plus 
difficile de généraliser des patrons globaux. L'éco-immunologie bénificierait grandement d'un 
effort de réflexion sur la question épineuse de comment mesurer l'immuno-compétence des 
individus avec des méthodes et analyses permettant de généraliser à travers différentes 
espèces. Mes travaux forment aussi une première tentative d'associer la variation des gènes de 
β­défensine avec une fonction immunitaire dans une population sauvage, ce qui offre un point 
de comparaison pour les prochaines études sur ces gènes. L'utilisation des gènes de 
β­défensine est relativement nouvelle et l'impact de leur variation sur des réponses 
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